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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 PROTEOLYSE

Die Proteolyse ist eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen und ein ent-
scheidender Regulationsmechanismus flr Zellen. Durch hydrolytische Spaltung, die durch
proteolytisch aktive Proteine vermittelt wird, sogenannte Proteasen, werden Peptide und
Proteine irreversibel geschnitten. Durch diesen Vorgang, der als ,Shedding’ bezeichnet wird,
entstehen wiederum kleinere metabolisch aktive Proteine. Eine Untergruppe der Proteasen
bilden die Sheddasen. Sheddasen sind membrangebunden und schneiden andere
Transmembranproteine an ihrer Ektodomane von der Membran und setzen sie so in den
extrazellularen Raum frei. Es sind eine Vielzahl an Proteasen und Sheddasen bekannt, welche
eine beeindruckende Funktionsvielfalt aufweisen (Puente et al., 2003; Rani et al., 2012). Eine
Gruppe der Sheddasen, welcher eine wichtige Bedeutung fiir physiologische und

pathologische Prozesse zukommt, sind die Disintegrin-ahnlichen Metalloproteasen.

1.2 DISINTEGRIN-AHNLICHE METALLOPROTEASEN

Die Disintegrin-ahnlichen Metalloproteasen - kurz ADAMs (a disintegrin and metalloprotease)-
besitzen eine Disintegrin- und eine Metalloprotease-Domane und sind transmembrane Typ I-
Glykoproteine. Sie gehoren zur Gruppe der Metzinkine und sind somit zinkabhangige
Metalloproteasen. Zu dieser Familie zahlen auch Matrix-Metalloproteasen (MMPs), Astacine,
Serralysine und Adamalysine. All diesen Gruppen ist gemeinsam, dass sie einen konservierten
Methionin-Rest und ein Zinkbindungsmotiv mit drei Histidin-Resten (HExxHxxGxxH) in ihrer
proteolytisch aktiven Domane besitzen. Die ADAMs werden zusammen mit den ADAMTS, a
disintegrin and metalloproteases with a thrombospondin motif, und den SVMPs, snake venom

metalloproteases, zu den Adamlysinen gezahlt (Bode et al., 1993; Huxley-Jones et al., 2007;

Abbildung 1).

— Serralxsine

— Astacine ADAMs
|

Metzinkine  —
—  Adamalysine ADAMTS
I

— MMPs SVMPs

Abbildung 1: Klassifizierung der Zink-Metalloproteasen. Metzinkine sind zinkabhingige Metalloproteasen zu
-1-
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denen die Serralysine, Astacine, Adamalysine und Matrix-Metalloproteasen (MMPs) gehéren. Zu den
Adamalysinen zdhlen die ADAMs (a disintegrin and metalloproteases), ADAMTSs (a disintegrin and metallo-
proteases with a thrombospondin motif) und die SVMPs (snake venom metalloproteases)(modifiziert nach
Huxley-Jones et al., 2007).

ADAMs konnten in einer Vielzahl an Spezies, u.a. dem Menschen, der Maus und der Frucht-
fliege Drosophila melanogaster, nachgewiesen werden. Bislang wurden 21 Gene fir die
ADAMs im Menschen beschrieben. Lediglich 13 der 21 ADAMs gelten jedoch als proteolytisch
aktiv, namentlich ADAM1, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30, 33 (Edwards et al., 2009). Die
proteolytisch inaktiven ADAMs weisen zwar alle die Metalloprotease-Domane auf, jedoch
fehlt ihnen das Zinkbindemotiv. Sie sind durch ihre Disintegrin-Domane fir die Zell-Zell-Inter-
aktion verantwortlich. Proteolytisch aktive ADAMs setzen hingegen andere Transmembran-

proteine durch sogenanntes Shedding frei. Die beiden am besten charakterisierten proteo-

lytisch aktiven ADAMs sind ADAM10 und ADAM17 (Blobel, 2005; Saftig und Reiss, 2011).

1.2.1 STRUKTUR UND REGULATION VON ADAM10 unD ADAM17

Die ADAMs werden auf Grund ihrer Domanenstruktur in ,typische’ und ,atypische’ ADAMs
unterteilt. Vom N-Terminus ausgehend setzt sich die Struktur der typischen ADAMs wie folgt
zusammen: Pro-, Metalloprotease,- Disintegrin-, Cysteinreiche, EGF (epidermal growth
factor)-ahnliche, Transmembran- und zytoplasmatische Domane (Seals und Courtneidge,
2003). Durch ihre strukturelle Abweichung vom klassischen Aufbau zdhlen ADAM10 und -17
zu den ,atypischen ADAMs. Der N-Terminus beginnt bei beiden mit einer Prodomane (Marcia
L. Moss et al., 2007). Darauf folgt die Metalloprotease-Domane (Giebeler und Zigrino, 2016).
Danach schlieBt sich bei ADAM10 eine Disintegrin- und eine Cysteinreiche Domane an. In
ADAM17 hingegen werden ein Teil der Disintegrin- und der gesamte Teil der Cysteinreichen
Domdne als membranproximale Domiane bezeichnet (Lorenzen et al., 2012). Das
Aktivierungsmotiv, welches bei ADAM10 in der Cysteinreichen Domane (Janes et al., 2005)
und bei ADAM17 in der membranpoximalen Domane zu finden ist, ist an der Regulation der
proteolytischen Aktivitdt der Protease beteiligt. Durch die Interaktion des hier lokalisierten
positiv geladenen RKxK-Motivs mit dem negativ geladenen Phosphatidylserin (PS) der
Zellmembran kann die Shedding-Aktivitdt von ADAM17 reguliert werden (Sommer et al.,
2016). Auf die Cysteinreiche Domaéne folgt bei ADAM10 die Stalk-Domaéne. Sie beinhaltet
ebenfalls ein positiv geladenes PS-bindendes Motiv, welches analog dem RKxK-Motiv in
ADAM17 ist. Es interagiert ebenfalls mit PS in der Zellmembran (Bleibaum et al., 2019).

ADAM17 hingegen hat statt der Stalk-Domane eine CANDIS-Domane, conserved ADAM-
-2-
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seventeen dynamic interaction sequence (Disterhoft et al., 2015). Schlussendlich endet die
Struktur von ADAM10 und ADAM17 am C-Terminus jeweils mit der Transmembrandomane

und der zytoplasmatischen Doméane (Abbildung 2).

Typische' ADAMs

Metallo- Dis- Cystein- EGF- Trans- .
N- P"_}__ protease- integrin- reiche dhnliche | membran- thophsn_nmh C_,
Terminus | doméne — — Domcy Dom dosil Terminus

ADAM10
Metallo- Dis- Cystein- Stalk- Trans- a
o dopr:;'_n | ProtEEy integrin- reiche Domine | Membran- Zytoplasmaissy c-
Terminus Domane Doméne Dom3ne i Terminus
ADAM17

Terminus | doméne

Metallo- Dis- Membran- Trans- .
Zytoplasmatische -
N- _L Pro- [ protease- [integrin— [ proximale E.’.AHDI{memhran— yt = T C,
erminus

Domdne Domine Doméne domédne
. Plasma-
Extrazelluldrer Raum Zytoplasma
membran

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Domanenstruktur ,typischer’ ADAMs und der ,atypischen’
ADAM10 und -17. ,Typische’ ADAMs, welche katalytisch aktiv sind, bestehen vom N-Terminus ausgehend aus
einer Prodomaéne, einer Metalloprotease-Domaéne, einer Disintegrin-Domane, einer Cysteinreichen Domane,
einer EGF-dhnlichen Domane, einer Transmembrandoméane und der zytoplasmatischen Doméne. Anstelle der
EGF-dhnlichen Domane besitzt ADAM10 eine Stalk-Domane. Die Cysteinreiche Domane und die EGF-dhnliche
Domane sind in ADAM17 ersetzt durch eine membranproximale Domane und CANDIS (conserved ADAM-
seventeen dynamic interaction sequence) (nach Moss und Lambert, 2002; Arribas und Esselens, 2009).

Die Hauptfunktion von ADAM10 und -17 liegt in ihrer proteolytischen Aktivitat und der damit
vermittelten Freisetzung der Ektodomane ihrer Substrate. Bislang sind flir beide Proteasen
bereits Gber 40 bzw. 80 Substrate beschrieben (Dreymueller et al., 2012). Dies kdnnen sowohl
transmembrane Typ I- und lI-Glykoproteine aber auch Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-
verankerte Proteine sein. Die Sequenz ihrer Schnittstelle ist nicht ibereinstimmend, jedoch

werden alle Substrate stets im juxtamembranen Bereich geschnitten (Reiss und Saftig, 2009).

Beispielsweise werden Zytokine, Adhdsionsmolekile, Rezeptoren und Wachstumsfaktoren als
Substrate von ADAM10 und -17 gespalten. Die Freisetzung ihrer Ektodomane durch Shedding
flhrt zur funktionellen Modifizierung des Substrats. Einige Substrate kénnen spezifisch nur
von einer Protease, andere hingegen von verschiedenen Proteasen prozessiert werden (Saftig
und Reiss, 2011). ADAM10 und -17 haben zwar unterschiedliche Substratspektren, allerdings
konnen durch kompensatorische Effekte zwischen beiden Proteasen auch Substrate durch die
jeweils andere Protease abgespalten werden (Reddy et al., 2000; Juanes et al., 2005; Moéller-

Hackbarth et al., 2013).
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ADAM10 und -17 konnen auf eine Vielzahl von Arten reguliert werden. Faktoren wie Retin-
saure und Zytokine beeinflussen beispielweise die Transkription (Tippmann et al., 2009; Faber
et al., 2014). Durch hypoxische (sauerstoffarme) Bedingungen kann die Expression ebenfalls
beeinflusst und modifiziert werden. Der Transport vom Golgi-Apparat bis hin zur
Zelloberflache wird bei ADAM10 durch Tetraspanine (Prox et al., 2012; Seipold et al., 2017)
und bei ADAM17 durch iRhom1 und iRhom2 (Harris, 2002; Cavadas et al., 2017) vermittelt.

Lange ging man davon aus, dass die Aktivierung der ADAMs (ber ihre zytoplasmatische
Domaéne geschieht. Dies konnte bereits widerlegt werden (Le Gall et al., 2010; Maretzky et al.,
2015). Stattdessen konnte gezeigt werden, dass die PS-Externalisierung in der Zellmembran
ein entscheidender Faktor der ADAM-Aktivierung ist. In einer intakten Zellmembran kommen
Phosphatidylethanolamine (PE) und Phosphatidylserin (PS) vorrangig auf der zytosolischen
Seite und Phosphatidylcholin (PC) und Sphingomyeline auf der extrazelluldren Seite vor
(Kobayashi et al., 2002; Van Meer und De Kroon, 2011). Scramblasen, welche in der
Zellmembran sitzen, transportieren diese Lipide bidirektional entlang ihres Gradienten. Ein
induzierter Kalziumeinstrom durch z.B. lonomycin flihrt zur Aktivierung kalziumabhangiger
Scramblasen. Eine davon ist Anoctamin-6 (ANO6) (Grubb et al., 2013). ANOG6 fiihrt durch seine
Scramblaseaktivitat zur PS-Externalisierung. Die PS-bindenden Motive in der membran-
proximalen Domane von ADAM17 und der Stalk-Domane von ADAM10 kénnen nun mit dem
externalisierten PS interagieren und fiihren so zu einer Konformationsanderung der ADAMs
in ihre aktive Sheddingposition (Sommer et al., 2016; Bleibaum et al., 2019; Veit et al., 2019;
Abbildung 3).

ADAM10 und -17 shedden ihre Substrate konstitutiv, aber auch physiologische und
unphysiologische Stimuli und Inhibitoren spielen bei der Regulation der proteolytischen
Aktivitat eine bedeutende Rolle. Physiologische Stimuli konnen beispielsweise Zytokine oder
Wachstumsfaktoren, wie EGF, sein. Aber auch durch unphysiologische Stimuli, wie z.B. den
Phorbolester PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetat), den Kalzium-lonophor lonomycin oder
Melittin, kann eine proteolytische Aktivitdt ausgel6st werden (Huovila et al., 2005; Sommer et
al., 2012). lonomycin bewirkt einen Einstrom von Kalziumionen in die Zelle, wodurch
wiederum ANOG6 und somit ADAM10 und -17 aktivierten werden. Melittin, als Bestandteil von
Bienengift, bewirkt ebenfalls einen Anstieg der intrazelluldaren Kalziumkonzentration. Es

aktiviert P2-Rezeptoren und eine Porenformation mittels Lipid-Protein-Interaktion, wodurch

-4 -
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die intrazellulare Kalziumkonzentration steigt. Hierdurch werden ebenfalls ADAM10 und -17
aktiviert (Sommer et al., 2012). PMA gilt ebenfalls als Aktivator von ADAM17. Man geht davon
aus, dass auch hier eine Scramblase involviert ist, welche ist allerdings bislang unklar.

ADAMI0,/17 inaktiv ADAMAL0/17 aktiv
g&)

Shedding Q

ADAM10/17 Freisetzun
4
CRD/MPD Substrate von
Stalk/CANDIS Substraten
i Wi o .---.__,.- __.-_‘-\.‘.
x"- " f\. .-'

-

r?m MR T RAAR AT
I mwrynyﬁuyuuuuqu

TMD
D

TR
Byyyl

.-"kz'l..-'

el
Scramblase

wie z.B. ANOG [ ]
Phosphatidylserin % Phosphatidylcholin

Abbildung 3: Aktivierung von ADAM10/17 vermitteltem Shedding. In ihrer inaktiven Konformation kénnen
ADAM10 und -17 ihre Substrate nicht von der Membran abschneiden. Durch Stimulanzien wie z.B. lonomycin
wird Phosphatidylserin (PS) durch eine Scramblase, wie ANOG6, auf die extrazelluldre Seite der Membran
gebracht. Durch diese PS-Externalisierung kann die CRD oder MPD von ADAM10/17 mit dem PS interagieren und
binden. ADAM10/17 werden so in ihre aktive Konformation gebracht und kénnen ihre Substrate schneiden.

1.2.2 FUNKTION UND PATHOPHYSIOLOGISCHE BEDEUTUNG VON ADAM10 uno ADAM17

Die ADAMs besitzen zwei Hauptfunktionen. Zum einen vermitteln sie die Zelladhdsion durch
das Interagieren mit Integrinen z.B. ADAM1 und -2, zum anderen setzen z.B. ADAM10 oder -17
Substrate durch ihre proteolytische Aktivitat frei. Wie bereits erwdhnt, zdhlen eine Vielzahl an
Zytokinen, Adhasionsmolekiilen und Wachstumsfaktoren zu ihren Substraten. Einige

ausgewahlte Substrate sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Ausgewahlte Substrate von ADAM10 und ADAM17

Substrat Involvierte Funktion Referenzen
ADAMs
Notch ADAM10 Embryonale Entwicklung Brou et al., 2000
TGFa ADAM17 Proliferation, Migration, Mead und Fausto, 1989; Arribas et
Differenzierung al., 1996; Le Gall et al., 2009
TNFa ADAM17 Inflammation Bell et al., 2007; Rath und
Aggarwal, 1999
TNFRI ADAM17 Anti-Inflammation Reddy et al., 2000
E-Cadherin ADAM10 Permeabilitat Maretzky et al., 2005
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E-Cadherin (epithelial), VE-Cadherin (vaskuldr-endothelial) oder N-Cadherin (neuronal) sind
nur einige der Adhdsionsmolekiile, welche primar durch ADAM10 freigesetzt werden. Sie
spielen eine Rolle bei der Signaltransduktion, der Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten und
der Erhaltung der Zellpolaritat (Maretzky et al., 2005; Reiss et al., 2005; Schulz et al., 2008).
So flihrt beispielsweise das Shedding von VE-Cadherin zu einer erhohten Permeabilitat des
Zellverbandes, die wiederum zu einer verstarkten Transmigration von T-Zellen (Schulz et al.,

2008).

Ebenfalls spielt ADAM10 eine entscheidende Rolle in der friihen Embryogenese, da es den
Notch-Signalweg kontrolliert (Groot und Vooijs, 2012). ADAM10-defiziente Mause sterben
bereits am Embryonaltag E9,5. Ihr Phdanotyp dhnelt stark dem von Notch-defizienten Mausen
(Krebs et al., 2000) und sie weisen eine gestorte Entwicklung des Herzens und des zentralen
Nervensystems auf (Hartmann et al., 2002). Des Weiteren wurde eine erhdhte ADAM10-
Expression und ein verstarkter Notch-Signalweg in Krebsstammzellen nachgewiesen.
Krebsstammzellen dienen dem Tumorwachstum, der Metastasenbildung und der
Chemoresistenz. Der Notch-Signalweg férdert hier die Angiogenese und das Uberleben dieser

Krebsstammzellen (Roca und Adams, 2007; Espinoza et al., 2013; Giancotti, 2013).

ADAM17 wurde erstmals als TACE (TNF alpha converting enzyme) bekannt. Es setzt das aktive
TNFa (tumor necrosis factor alpha) durch Shedding der membrangebundenen Proform frei
(Black et al., 1997; Moss et al., 1997). TNFa ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches bei
lokalen und systematischen Entziindungen Immunzellen zum Entziindungsherd lockt. Es wird
oft mit Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn oder Psoriasis
assoziiert (Ettehadi et al., 1994; Papadakis und Targan, 2000; Weissmann, 2006; Mclnnes und
Schett, 2011).

ADAM17 gilt auRerdem als Hauptsheddase der TNFR- (tumor necrosis factor receptor) Familie,
zu der u.a. TNFR1 und -2 gehoren. Die funktionelle Wirkung des TNFR-Sheddings ist vielfaltig.
Die Abspaltung der Ektodomane flihrt z.B. zur Desensibilisierung der Zellen gegeniiber TNFa,
womit es zu einer Abschwachung inflammatorischer Antworten kommt (Heller et al., 1990;

Peschon et al., 1998; Van Zee et al., 1992).

Sowohl ADAM10 als auch ADAM17 tragen also durch proteolytische Freisetzung ihrer

Substrate wie Notch, EGFR-Liganden oder TNFRs zur Modulierung entziindlicher Prozesse bei,
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welche haufig mit Tumor- oder Autoimmunerkrankungen einhergehen (Crawford et al., 2009;

Lee et al., 2010; Smith et al., 2020).

1.3 TNF- REZEPTORFAMILIE

Unser Immunsystem gilt als sehr komplex und funktioniert iber eine Vielzahl an Zellen und
Botenstoffen, die miteinander in Kontakt stehen. Diese Kommunikation geschieht (iber
zahlreiche Zytokine, die Uber ihre Rezeptor-Ligand-Bindung an den Zellen miteinander
interagieren. So werden u.a. Entziindungsreaktionen, Differenzierung und Proliferation der

Zellen und die Apoptose reguliert bzw. gesteuert.

Der TNF/TNFR-Superfamilie kommt hierbei ein groRer Stellenwert zu. Sie gehort mit zu den
am besten charakterisierten Genfamilien (Ashkenazi und Dixit, 1998; Locksley et al., 2001;
Hehlgans und Pfeffer, 2005). Die Rezeptoren dieser Familie sind glykolisierte
Typ I-Transmembranproteine. In den Aminosauren ihrer extrazelluldaren Teile findet man ca.
drei bis sechs Cysteinreiche Domanen, welche drei Disulfidbriicken enthalten. Diese werden
durch sechs konservierte Cysteinreste gebildet, wodurch die Rezeptoren eine langliche Form

erhalten (Mallett und Barclay, 1991; Armitage, 1994; Smith et al., 1994; Lotz et al., 1996).

Die meisten TNF-Rezeptor-Liganden hingegen sind Typ Il-Transmembranproteine, deren
N-Terminus intrazelluldar liegt. Sowohl TNF-Rezeptoren als auch -Liganden kdnnen in
membranstandiger als auch l6slicher Form vorkommen (Hehlgans und Pfeffer, 2005;

Remouchamps et al., 2011).

Aufgrund ihrer Signalmechanismen lassen sich TNF-Rezeptoren in zwei Gruppen einteilen.
Zum einen gibt es Rezeptoren, welche Apoptose induzieren, aber keine eigene Enzymaktivitat
besitzen. Zu ihnen gehoren z.B. Fas (CD95) und TRAIL (Tumornekrosefaktor-verwandter
Apoptose-induzierender Ligand-Rezeptor). In ihrer jeweiligen Signaldomane befindet sich eine
konservierte Struktur, die Todesdomane (Death Domain). Ihre Aktivierung fiihrt Gber spezielle
Adaptermolekiile zur Caspase-8-Rekrutierung. Die Caspase-8 initiiert Gber die Aktivierung der

Caspasekaskade den programmierten Zelltod (Boldin et al., 1996).

Die andere Gruppe beinhaltet Rezeptoren, welche keine Todesdomane besitzen. Deren
Aktivierung fiihrt zur Rekrutierung von TNFR- assoziierten Faktoren (TRAFs). Es sind bislang 14
Mitglieder der TNFR-Superfamilie bekannt, welche mit TRAFs interagieren kénnen. Hierzu
zdhlen CD40 (Stamenkovic et al., 1989), p75TNFR (Rothe et al., 1994), CD30 (Gedrich et al.,
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1996), CD27 (Akiba et al., 1998), LTBR (Nakano et al., 1996), RANK (Anderson et al., 1997),

CD137 (Garni-Wagner et al., 1996), OX40 (Arch und Thompson, 1998), HVEM (Hsu et al., 1997;

Marsters et al., 1997), GITR (Gurney et al., 1999; Kwon et al., 1999), BCMA (Hatzoglou et al.,

2000), BAFF-R (Thompson et al., 2001), TACI (Xia et al., 2000) und TROY (Kojima et al., 2000).

Tabelle 2 zeigt die bislang 14 Mitglieder der TNFR-Superfamilie, welche mit TRAFs

interagieren, ihre Liganden und ihre Funktion.

Tabelle 2: Funktion und Liganden TRAF-bindender Mitglieder der TNFR-Superfamilie

Rezeptor Shedding Ligand Funktion Referenzen
bekannt
durch
CD40 ADAM17 CD154 Adhasion, Proliferation und Contin et al., 2003;
Induktion des Isotypswitch Kuhne et al., 1997;
Stamenkovic et al.,
1989
p75TNFR ADAM17 NGF, BDNF, Proliferation von NK-, B-, Rothe et al., 1994;
NT-3, NT-4 reifer T-Zellen, GM-CSF- Sahin et al., 2004
Sekretion von T-Lympho-
zyten
CD30 ADAM17 CD30L Proliferation oder Apoptose | Gedrich et al., 1996;
(CD153) peripherer T-Lymphozyten, Ansieau et al., 1996;
Induziert Expression von von Tresckow et al.,
Adhéasionsmolekiilen und 2004
Zytokinen
CD27 Metallo- CD70, Siva T-T-Zell- und T-B-Zell- Akiba et al., 1998;
protease Interaktion Gravestein et al.,
1998; Pupovac und
Sluyter, 2016
LTBR Unbekannt Lymphotoxin | Entwicklung und Prolifera- Nakano et al., 1996;
beta (TNF-C) | tion sekundaren Lymph- Force et al., 2000
gewebes
RANK ADAM17 RANKL Aktivierung der DC-Funktion | Anderson et al.,
Uber BcL—XLOsteokIasten— 1997; Darnay et al.,
differenzierung 1998; Galibert et al.,
1998
CD137 Unbekannt CD137L T-Zell-abhangige Immun- Garni-Wagner et al.,
(vermutlich antwort, 1996; Arch und
Metallo- Antitumoraktivitat Thompson, 1998;
protease) Jang et al., 1998;
Taraban et al., 2002
0X40 Metallo- 0OX40L Kostimulation von T-Zellen, Arch und Thompson,
protease Proliferation und 1998; Kawamata et
Differenzierung von B-Zellen | al., 1998; Taraban et
al., 2002
HVEM Unbekannt HVEML Lymphozytenaktivierung, Hsu et al., 1997,
Herpesvirus-Einschleusung Marsters et al., 1997
wahrend der Infektion
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GITR Unbekannt GITRL Inhibition T-Zell-Rezeptor- Gurney et al., 1999;
vermittelter Apoptose Kwon et al., 1999
BCMA y-Sekretase | APRIL, BAFF Unbekannt Hatzoglou et al.,

2000; Waldschmidt
und Noelle, 2012;
Laurent et al., 2015
TROY Unbekannt NgR1 Rolle bei der der Kojima et al., 2000
Embryonalentwicklung,
induzierte Apoptose

TACI ADAM10 APRIL, BAFF, | Unterstitzt die Thl-Antwort, | Xia et al., 2000;
ADAM17 CAML negative Regulation der Waldschmidt &
B-Zell-Antwort Noelle, 2012;
Smulski et al., 2017
BAFF-R ADAM10 APRIL, BAFF Uberleben transitorischer B- | Thompson et al.,
ADAM17 Zellen, verstarkt die 2001; Waldschmidt
humorale Immunitat und Noelle, 2012;

Smulski et al., 2017

BCMA bildet hier eine Ausnahme, da es als einziger Rezeptor zum Typ I-Transmembranprotein
gehort. Uber die Signaltransduktionsketten, welche bei Interaktion mit den TRAFs induziert
werden, werden intrazelluldre Signalwege wie der des nukledren Faktor kB (NFkB) aktiviert,
was schlussendlich z.B. die Proliferation der Zellen férdert (Locksley et al., 2001).

Flr einige Mitglieder der TNFR-Superfamilie und ihren Liganden ist eine bidirektionale Signal-
ubertragung beschrieben. So kommt es bei Bindung des Rezeptor/Liganden-Paares nicht nur
zur Signallbertragung durch den Rezeptor. Es kommt ebenfalls zur Signallibertragung in die

Liganden exprimierende Zelle (Wiley et al., 1996; Langstein et al., 1999; Lens et al., 1999).

Einige der Rezeptoren kommen auch in l6slicher Form vor. Es ist bekannt, dass CD27, CD30,
CD40 und OX40 durch Metalloproteasen von der Membran abgespalten werden (Gruss und
Dower, 1995). Fiir CD95 und CD137 ging man bislang davon aus, dass sie durch alternatives
Splicing gebildet werden (Goodwin et al., 1993; Dev et al., 1994; Cascino et al., 1995; Setareh
et al., 1995; Michel et al., 1998).

1.3.1 CD137 uNnD SEIN LIGAND

Das humane CD137 wurde erstmals 1993 als ILA (induced by lymphocyte activation) auf
aktivierten T-Lymphozyten bei der Suche nach induzierbaren Rezeptoren nachgewiesen
(Schwarz et al., 1993). 1996 wurden das humane ILA und das vier Jahre zuvor entdeckte
homologe murine 4-1BB (Kwon und Weissman, 1989) als CD137 zusammengefasst (Kishimoto

etal., 1997).
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Das humane Gen fiir CD137 ist auf Chromosom 1p36 lokalisiert. An dieser Stelle befinden sich
ebenfalls die Gene weiterer Mitglieder der TNFR-Superfamilie, wie OX40 oder TNFR2.
Translokationen an dieser Stelle gehen oft mit verschiedenen hamatopoetischen
Erkrankungen einher, Deletionen dieses Gens oft mit malignen Tumoren (Schwarz et al.,

1997).

CD137 ist ein Typ I-Transmembranprotein. Es besteht aus 255 Aminosduren und weist eine
60 % ige Ubereinstimmung zum murinem CD137 auf (Schwarz et al., 1997). Das Protein
besteht aus einem Signalpeptid, einer Cysteinreiche-extrazellular Domaéne, einer
hydrophoben Transmembrandomane und einer zytoplasmatischen Domane (Zhou et al.,
1995). Das errechnete Molekulargewicht fir CD137 liegt bei 28 kDa, das tatsachliche
Molekulargewicht liegt allerdings bei 35 kDa. AuRerdem kann eine Bande bei ca. 55 kDa
detektiert werden. Diese Unterschiede kommen vermutlich durch posttranslationale

Modifikationen zustande (Schwarz et al., 1993; Pollok et al., 1993).

Bislang konnten in humanen aktivierten T-Lymphozyten drei mRNA-Isoformen von 4,4 kb,
4,0 kb und 1,8 kb fur CD137 beschrieben werden. In Chondrozyten wurden zusatzlich drei
weitere Isoformen von 3,2 kb, 1,5 kb und 1,2 kb gefunden (Schwarz et al., 1995; Von Kempis
et al., 1997). AuRerdem kommt CD137 nicht nur membranstédndig, sondern auch in l6slicher
Form vor. Hier ging man bislang davon aus, dass es sich um eine Splicing-Variante handelt
(Michel et al., 1998). Im Menschen sind bislang zwei, in der Maus eine Splicing-Variante
bekannt (Kwon et al., 1994; Setareh et al., 1995). Die humane mRNA, welche fiir das
Transmembranprotein kodiert, enthalt sieben Exons. Bei der mRNA der Splicing-Variante 1
fehlt das Exon 5, bei der Splicing-Variante 2 fehlen Exon 5 und 6 (NCBI; Abbildung 4). Es gab
lediglich fiir murines CD137 einen Hinweis, dass es sich bei der |6slichen Form von CD137 auch
um das Produkt proteolytischen Sheddings durch eine Metalloprotease handeln kdnnte

(Taraban et al., 2002).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der humanen CD137-Proteinsynthese. Drei humane mRNA-Varianten
sind fiir CD137 bekannt. Die Transmembran-Variante (M) enthélt sieben Exons (E1-7). Bei der Splicing-Variante 1
(SV1) fehlt Exon 5, bei der Splicing-Variante 2 (SV2) fehlen Exon 5 und 6. Sowohl SV1 und SV2 kénnen als I6sliche
Varianten sekretiert werden.

Der humane Ligand fiir CD137 ist das Typ lI-Transmembranprotein CD137-Ligand, auch 4-1BBL
genannt. Das Gen fir den Liganden liegt auf Chromosom 19p13.3. Der CD137-Ligand umfasst
254 Aminosauren und sein errechnetes Molekulargewicht liegt bei 26 kDa. Allerdings liegt das
tatsachliche Molekulargewicht bei ca. 50 kDa, was daraufhin deutet, dass es auch hier zu
posttranslationalen Modifikationen kommt. Die Expression des Liganden konnte u.a. in
Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), aktivierten T-Lymphozyten und der monozytdren

Zelllinie THP1 gezeigt werden (Goodwin et al., 1993; Alderson et al., 1994).

CD137 wird nach Aktivierung mit z.B. anti-CD3, Phytohamagglutinin (PHA) oder PMA auf
T-Lymphozyten exprimiert. Auch auf anderen Zellen wie Monozyten, B-Lymphozyten oder
dendritischen Zellen wird CD137 nach Aktivierung exprimiert (Schwarz et al., 1995; Pauly et
al., 2002). Die Expression von CD137 auf einer Reihe von Immunzellen spiegelt die Wichtigkeit
seiner Rolle im Immunsystem wieder. So férdert die Stimulation von CD137 auf
T-Lymphozyten wie CD4*- und CD8*-Zellen die Produktion proinflammatorischer Zytokine und
flihrt zur Proliferation (Pollok et al.,, 1993; Alderson et al., 1994; Hurtado et al., 1995).
AuBerdem stellt CD137 ein wichtiges kostimulierendes Molekiil bei der Differenzierung von
T-Lymphozyten dar. Diese wiederum exprimieren u.a. den FasL, welcher die Fahigkeit besitzt

Tumorzellen in die Apoptose zu treiben (Ebata et al., 2001).
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1.3.2 REGULATION UND FUNKTION DES CD137-/CD137-LIGANDEN-SYSTEMS

Innerhalb der TNFR-Superfamilie ist die bidirektionale Signallibertragung am besten im
CD137-/CD137-Ligand-System untersucht (Shao und Schwarz, 2011). Auf der Seite des
CD137-Liganden fiihrt die Bindung in den Antigen-prasentierenden Zellen iber TNFRI zur
Proliferation, Differenzierung und zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie

IL-6, IL-8 oder TNFa (Langstein et al., 1998; Langstein et al., 1999; Moh et al., 2013; Abbildung

5).

ntigen-prasentierende
Zelle =

?

Proliferation,
Differenzierung,
Freisetzung von
IL-6, I1L-8

Aktivierung,
Proliferation,
Freisetzung
von IFNy

w mCD137-Ligand M «CD137

w mCD137

Abbildung 5: Schematische Darstellung der bidirektionalen Signaliibertragung des CD137/CD137-Liganden-
Systems. Die Interaktion zwischen CD137 und seinem Liganden fihrt zur Trimerisierung, wodurch sowohl in
T-Zellen als auch in den Antigen-prasentierenden Zellen Signalwege aktiviert werden (modifiziert nach
Dharmadbhikari et al., 2016).

Die Bindung von membranstandigem Rezeptor (mCD137) und membranstandigem Liganden
(mCD137-Ligand) fuhrt zur Trimerisierung des Rezeptors, wodurch die intrazelluldre Domane
TRAF1, TRAF2 oder TRAF3 binden kann. Hierdurch kommt es zur Aktivierung des NfkB-
Signalweges (Jang et al., 1998). Das derzeitige Verstandnis des CD137-Liganden-Signalweges
ist jedoch noch sehr liickenhaft. Man geht davon aus, dass er Uber die Signalkaskaden des

TNFR ablduft (Moh et al., 2013).

Da alle bisher detektierten 16slichen CD137-Formen (sCD137) die extrazelluldre Doméane von
mCD137 beinhalten, besitzen sie die Fahigkeit am mCD137-Liganden zu binden (Shao et al.,
2008). Man geht davon aus, dass sCD137 so die Interaktion des mCD137 mit seinem mCD137-

Liganden storen konnte (Luu et al., 2020).

-12 -



Einleitung

Die Funktion des sCD137 ist noch nicht endgiiltig geklart. Da es derzeit keinen Hinweis darauf
gibt, dass es sich bei dem humanen sCD137 auch um ein Sheddingprodukt einer Metallo-
protease handeln kann, fehlen bislang Untersuchungen, ob sich die Splicing-Variante von der
Shedding-Variante in ihrer Funktionalitat unterscheiden kénnte. sCD137 kénnte eine starke
Hemmung auf die Immunaktivitat ausiiben, womit der Einsatz von antagonistischen CD137-
Antikorper eine Moglichkeit in verschiedenen Autoimmunerkrankungen bietet um
Entziindungsreaktionen zu dampfen (Melero et al., 2008; Dharmadhikari et al., 2016; Luu et

al., 2020).

1.3.3 CD137 UND SEINE ROLLE IN ERKRANKUNGEN

Sowohl CD137 als auch CD137-Ligand werden in verschiedenen malignen Tumoren wie z.B.
Lungenkrebs, Leukdmie oder Darmkrebs (Furtner et al., 2005; Wang et al., 2008; Grimmig et
al., 2019) exprimiert. Die Funktion und biologische Bedeutung von CD137 in Tumoren ist
bislang noch unklar. Neueste Daten zeigen aber, dass maligne Zellen vermehrt CD137 in
|6slicher Form freisetzen. Man geht davon aus, dass sCD137 so die CD137L-vermittelte T-Zell-
Kostimulation blockiert und die Antitumor-Antwort verhindert wird (Labiano et al., 2016).
Derzeit gibt es zwei vielversprechende agonistische CD137-Antikérper, Urelumab und
Utomilumab, welche bereits zur Behandlung von Tumorerkrankungen genutzt werden

(Chester et al., 2018).

sCD137 gilt bislang nicht als alleiniger Marker fiir eine bestimmte Erkrankung, da es bei den
meisten Leukdamie- und Lymphomarten erhoéht im Serum der Patienten vorkommt (Furtner et
al., 2005). Zusatzlich konnen auch erhohte sCD137-Level in Seren von Patienten mit
rheumatoider Arthritis (Michel et al., 1998), Atherosklerose (Yan et al., 2013) und multipler
Sklerose (Sharief, 2002) nachgewiesen werden. Im Serum von Typ-I-Diabetikern findet man
hingegen deutlich weniger sCD137 (Itoh et al., 2019). Trotz dieser widerspriichlichen Berichte
wird davon ausgegangen, dass erhéhte sCD137-Spiegel auf ein eher spezifisches Stadium der
Immunaktivierung hinweisen. In vitro-Experimente zeigten aullerdem, dass CD137 von
hochaktivierten human T-Zellen exprimiert wird und das die sCD137-Freisetzung mit dem
induzierten Zelltod einhergeht. Dies ldasst auf die Rolle von CD137 bei der negativen
Riickkopplungsregulation von Immunantworten schlieBen. So wird vermutet, dass sCD137 als
Decoy fir den CD137-Liganden wirken konnte, um eine weitere Aktivierung des

membrangebunden CD137 zu verhindern (Michel und Schwarz, 2000).
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2 ZIELSETZUNG

CD137 ist ein Mitglied der TNFR-Superfamilie und kommt als Typ I-Transmembranprotein vor.
Es wird Uberwiegend von aktivierten T-Lymphozyten exprimiert und die Rezeptoraktivierung
wird durch Bindung des CD137-Liganden initiiert, wodurch membrangebundenes CD137
(mCD137) trimerisiert. Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu Proliferation, Aktivierung und
IFNy-Freisetzung der T-Zellen. Der CD137-Ligand ist auf Antigen-prasentierenden Zellen und
aktivierten T-Zellen prasent und wird bei Bindung des Rezeptors ebenfalls aktiviert. Da sowohl
der CD137-Rezeptor als auch der -Ligand zur Aktivierung der jeweiligen Zelle fuhrt, spricht
man hier von einer bidirektionalen Signaltibertragung. In den Antigen-prasentierenden Zellen
kommt es nach Bindung zur Expression von proinflammatorischen Zytokinen. CD137 kommt
sowohl membrangebunden als auch in l6slicher Form (sCD137) vor. In Zellen, welche in
entzlindlichen Regionen einiger Autoimmunerkrankungen, wie Morbus Crohn oder Psoriasis,
eine Rolle spielen, wurde eine erhohte Expression von CD137 auf den Zellen festgestellt. In
Seren von Patienten mit Autoimmunerkrankungen, wie z.B. rheumatoider Arthritis oder
Multipler Sklerose, wurden erhohte sCD137-Level gefunden, wobei die genaue Funktion
derzeit ungeklart ist. Bislang wurde angenommen, dass es sich bei der I6slichen Form von
CD137 um Splicing-Varianten handelt. Jedoch werden zahlreiche Mitglieder der TNFR-

Superfamilie durch Sheddasen freigesetzt.

Die Hauptsheddase der TNFR-Superfamilie ist ADAM17, allerdings koénnen einige der
Mitglieder auch durch ADAM10 freigesetzt werden. Diese beiden Proteasen gehéren zur
Familie der ADAMs (a disintegrin and metalloprotease) und sind an grundlegenden Prozessen

der Zellproliferation und Signaltransduktion beteiligt.

Das Ziel dieser Arbeit war zu liberprifen, ob Proteasen an der Freisetzung von CD137 beteiligt
sind und diese gegebenenfalls zu identifizieren. Des Weiteren sollte Gberprift werden, ob und
welche Funktion sCD137, welches durch proteolytisches Shedding freigesetzt wurde, haben
konnte. Schlussendlich sollten noch Seren von Patienten mit Psoriasis, Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn auf das Vorhandensein von sCD137 Uberprift werden. Diese Erkenntnisse
konnten zum tieferen Verstandnis der CD137-Funktion beitragen und helfen therapeutische

Ansatze zu optimieren.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 MATERIALEN

Tabelle 3: Materialien

Material und Methoden

96-Well-Zellkulturplatten

Sarstedt, DE

12-Well-Zellkulturplatten

Sarstedt, DE

96-Well-Zellkulturplatten

Sarstedt, DE

96-Well-Mikrotiterplatten, weild

Brand, DE

Corning™Costar™Transwell™ 24-Well,
0,4 UM Porengrolie

Corning, US

Einfrier-Behalter Nalgene® Mr. Frosty

Thermo Fisher Scientific, US

Frischhaltebox, luftdicht

EMSA, DE

Gel-Blotting-Papiere Whatman 1,5mm

Carl Roth, DE

Mikro-Schraubrohre, 2 ml

Sarstedt, DE

Mikrotiterplatten, 96-Loch, flacher Boden

Sarstedt, DE

Mikrotiterplatten, 96-Well, flacher Boden, ELISA

Greiner Bio One, DE

Mikrotiterplatten PCR MicroAmp® optical 96 well
reaction plate, Real-Time PCR

Life Technologies, US

Mikrotiterplatten-Folie Optical Adhesive film, Real-Time
PCR

Life Technologies, US

Pasteurpipetten

Carl Roth, DE

PCR-Reaktionsgefal Multiply®-uStrip (200 ul)

Sarstedt, DE

Pipettenspitzen (1000, 200, 20 pl)

Sarstedt, DE

Pipettenspitzen mit Filter (20 pl, 200 pl, 1000 pl)

Sarstedt, DE

ReaktionsgefaRe 2 ml, 1,5 ml

Sarstedt, DE

Roti®-PVDF-Membran, 0,45 pm

Carl Roth, DE

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt, DE

Zellkulturflaschen, T75

Sarstedt, DE

Zellkulturschalen ¢ 10 cm

Sarstedt, DE

Zellschaber, 16 cm, 25 cm

Sarstedt, DE

Zellzahlkammern, SD100

Nexcelom Bioscience, US

Zentrifugenréhrchen, 50 ml und 15 ml

Sarstedt, DE
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3.2 CHEMIKALIEN

Tabelle 4: Chemikalien

Material und Methoden

1,10-Phenanthrolin

Carl Roth, DE

2-Mercaptoethanol

Carl Roth, DE

Acetat Carl Roth, DE
Agar-Agar Carl Roth, DE
Agarose Carl Roth, DE

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth, DE

Ampicillin Carl Roth, DE
Biocoll (Ficoll) Merck, DE
Biofreeze Einfriermedium Biochrom, DE
BM Blue POD-Substrat Roche, CH

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, US

CD4* Microbeads Miltenyi, US
CD8* Microbeads Miltenyi, US
CD3 Antikorper pure (OKT3) Miltenyi, US
CD28 Antikorper pure (15E8) Miltenyi, US
cOmplete™, Protease-Inhibitor-Mix Roche, CH

Desoxynukleotide (ANTPs)

Fermentas, DE

Di-Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth, DE

Dithiothreitol (DTT)

Fermentas, DE

DNA-Ladepuffer, 6x Loading Dye

Fermentas, DE

DNA-Marker, Generuler™ 100 bp DNA ladder

Fermentas, DE

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
High Glucose (4,5 g/l)

Thermo Fisher Scientific, US

ECL™ Select Western Blotting Detection Reagenzien

GE Healthcare, US

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth, DE

Ethylenglycolbistretraessigsdaure (EGTA)

Carl Roth, DE

Fetales Kalberserum (FCS)

PAA Laboratories, US

GelRed®Nucleic Acid Gel Stain

Biotium, US

GI254023X (Gl)

Tocris Bioscience, UK

Gibco™ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Thermo Fisher Scientific, US

Gibco™ Sterile Distilled Water

Thermo Fisher Scientific, US

Glucose

Carl Roth, DE

Glycerin

Carl Roth, DE
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Glycin Carl Roth, DE

GW280264X (GW) AOBIOUS, US
Hefeextrakt Carl Roth, DE

Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific, US

lonomycin (10), freie Saure

Merck Millipore, DE

Isopropanol

Carl Roth, DE

Kaliumchlorid (KCI)

Merck Millipore, DE

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Carl Roth, DE

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck Millipore, DE

Magnesiumsulfat (MgS0,)

Merck Millipore, DE

Marimastat (MM)

Tocris Bioscience, UK

Melittin (Mel) Hergestellt von J. Andra (FZ Borstel)
Methanol Carl Roth, DE
Milchpulver Carl Roth, DE

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, DE

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, DE

Penicillin/Streptomycin (P/S), 100x

PAA Laboratories, US

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma Aldrich, US

PhosSTOP™, Phosphatase-Inhibitor-Mix

Roche, CH

Pierce™ 660nm-Reagenz

Thermo Fisher Scientific, US

Proteinmarker, Prestained Protein Marker

New England Biolabs, US

Propidium lodid

Novus Biological, US

Rosswell park memorial institute medium (RPMI) 1640

Thermo Fisher Scientific, US

Rotiphorese Gel 30 % (Acrylamid/Bisacrylamid 37, 5:1)

Carl Roth, DE

Saccharose

Carl Roth, DE

Salzsdure, rauchend (HCI)

Carl Roth, DE

Schwefelsdure, 2 N (H,S04)

Carl Roth, DE

Staphylococcus Enterotoxin B (SEB)

Sigma Aldrich, US

Tag-Polymerase

Sigma Aldrich, US

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, DE

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Carl Roth, DE

Triton X-100

Carl Roth, DE

Trypton/Pepton aus Casein

Carl Roth, DE

Trypanblau

Sigma-Aldrich, US

-17 -



Material und Methoden

Trypsin-EDTA, 10x

PAA Laboratories, US

Turbofect Thermo Fisher Scientific, US
Tween20 Carl Roth, DE

3.3 Kits

Tabelle 5: Kits

CD137- ELISA DuoSet (human)

R&D Systems, US

Cell Titer Glo®Luminescent Cell Viability Assay

Promega Corporation, US

IL-8-ELISA DuoSet (human)

R&D Systems, US

JESS Separation Module, 25 capillary cartridges, 12-230 kDa

Protein Simple, US

Nucleo-Spin RNA Kit

Macherey-Nagel, DE

Plasmid Midi-Prep

Roche, CH

PrimeScript™ RT Master Mix Kit

Takara Bio Inc, JP

SYBR Green Premix Taq Il

Takara Bio Inc, JP

3.4 GERATE

Tabelle 6: Gerdte

-80 °C Gefrierschrank Forma 900

Thermo Fisher Scientific, US

Absaug-Pumpe, BVC professional

Vacuubrand, DE

Agarose Gelkammer

Bio-Rad, US

Analysenwaage S-603

Denver Instruments, US

Analysenwaage XS205

Mettler Toledo, US

autoMACS pro Separator

Miltenyi, US

Brutschrank HERA cell 150

Thermo Fisher Scientific, US

CytoFLEX Durchflusszytometer

Beckman Coulter, US

Einkanalpipetten

Brand, DE

Einkanalpipetten

Abimed, DE

Heizblock, Thermomixer comfort

Eppendorf, DE

Infinite® M Plex

Tecan Trading, CH

JESS Simple Western System

Protein Simple, US

Magnetriihrer CB162

Bibby Scientific, UK

Mehrkanalpipette

Abimed, DE

Mikrowelle

Samsung, KR

Multi-lmagingsystem Fusion FX7

PEQLAB Biotechnologie, DE
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Multiscan SkyHigh Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific, US

NanoDrop Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific, US

PCR UV Workstation

Analytik Jena, DE

PerfectBlue™ Doppelgelsystem Twin S

PEQLAB Biotechnologie, DE

PerfectBlue™ Tank-Elektroblotter Web S

PEQLAB Biotechnologie, DE

pH-Meter ph211

Hanna Instruments, IT

QuantStudio 3

Thermo Fisher Scientific, US

Rollentisch, RS-TR10

Phoenix Instruments, DE

Spannungsgeber EV231

PEQLAB Biotechnologie, DE

Spannungsgeber, PAC 300

Bio-Rad, DE

Spektrophotometer, Nanodrop 1000

PEQLAB Biotechnologie, DE

Sterilwerkbank

Kéttermann, DE

Stickstoff Lagertank

Cryotherm, DE

Thermocycler, Peqstar 96 Universal Gradient

PEQLAB Biotechnologie, DE

UV-Transilluminators UVP Gel Solo Gel Documentation

System

Analytik Jena, DE

Vortexer, Vortex Genie

IKA, DE

Warmeschrank Memmert, DE
Wasseraufbereitungssystem TKA GenPure TKA, DE
Wasserbad GFL1004 GFL, DE

Zellzahlgerat, Cellometer® Auto 1000

Nexcelom Bioscience, US

Zentrifuge 5417R, Festwinkelrotor F45-30-11

Eppendorf, DE

Zentrifuge 5424, Festwinkelrotor F45-24-11

Eppendorf, DE

Zentrifuge 5810R, Ausschwingrotor A-4-62

Eppendorf, DE

Zentrifuge, Haraeus Multifuge X3R

ThermoFisher, US

3.5 ANTIKORPER
3.5.1 PRIMARE ANTIKORPER

Tabelle 7: Primare Antikorper

Antigen/ Firma

Immunisierte Verdiinnung Verdiinnung

Bezeichnung Spezies Western Blot Simple Western
tGFP, polyclonal (PA5-22688) Invitrogen, US Kaninchen - 1:20

Tubulin, E7 DSHB, US Maus - 1:20

CD137L, polyclonal (AF2295) R&D Systems, US  Ziege 1:500 -

Actin, 1-19 Santa Cruz Ziege 1:1000 -

Biotechnology, US
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CD137-VioBright-FITC Miltenyi, US - - -
Antikorper (REA765)

3.5.2 SEKUNDARE ANTIKORPER

Tabelle 8: Sekundarer Antikorper

Antigen Firma Immunisierte Gekoppelt Verdiinnung Verdiinnung
Spezies mit WB Simple Western

Anti- Jackson Immuno- Ziege Horseradish 1:10.000
Kaninchen research, US peroxidase
Anti-Maus  Jackson Immuno- Schaf Horseradish 1:10.000

research, US peroxidase
Anti-Ziege Jackson Immuno- Esel Horseradish 1:10.000

research, US peroxidase
Anti-Maus  Protein Simple, US - Horseradish - 1:50

peroxidas

3.6 PLASMIDE

Tabelle 9: Plasmide

Name Vektor Herkunft
CD137-tGFP pCMV6-AC-GFP OriGene, US
ANO6-D408G-mCherry pReceiver (EX-11781-M55) AG Reiss, Martin Veit
(TMEM16F)

Kontrollvektor pcDNA3.1 ThermoFisher, US
ADAM10 pcDNA3.1 Maretzky et al., 2005
ADAM17 pcDNA3.1 Gilian Murphy, UK

3.7 SOFTWARE

Tabelle 10: Software

Microsoft Office 365 ProPlus Microsoft, US

Imagel (1.51j8) National Institutes of Health, US
SnapGene (5.2.4) GSL Biotech LLC, US

Adobe Photoshop CS4 (Version 11.0) Adobe Systems, US

Mendeley Desktop (Version 1.19.2) Mendeley, UK

Olympus Fluoview 10 (Version 4.2) Olympus, JP

GraphPad Prism 9 (Version 9.0.1) GraphPad Software, US

FlowlJo (Version 10.6.2) TreeStar, US
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QuantStudio Software ThermoFisher, US

Compass for SW Protein Simple, US

3.8 ZELLLINIEN

HT-29

Die kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie HT-29 (HT29) mit epithelialen Eigenschaften wurde
aus einem primadren kolorektalen Adenokarzinom 2. Grades einer 44-jahrigen kaukasischen
Frau gewonnen. Die Zellen sind adhdrent und werden in DMEM-Medium mit Zusatzen

(DMEM +/+) kultiviert.

HEK293T Wildtyp
Die urspriinglich aus humanen embryonalen Nierenzellen stammenden HEK293T-Zellen
(human embryonic kidney, HEK WT) wurden mit dem Simian-Virus 40 transformiert. Es handelt

sich hierbei um adharente Zellen, welche in DMEM +/+ kultiviert werden.

ADAM10/ADAM17-defiziente HEK293T
ADAM10 und ADAM17 wurden in HEK293T WT Zellen mittels CRISPR/Cas-9 ausgeschaltet
(HEK dKO; Riethmueller et al., 2016). Die Zellen sind adhdrent und werden in DMEM +/+

kultiviert.

THP-1

Die monozytare Zelllinie THP-1 (THP1) wurde aus Zellen eines einjahrigen Patienten mit akuter
Leukdamie gewonnen (Tsuchiya et al., 1980). Diese Suspensionszellen werden in RPMI-Medium
mit Zusatzen (RPMI +/+) subkultiviert. Durch PMA lassen sie sich zu Makrophagen

ausdifferenzieren und werden dabei adharent (Denholm und Stankus, 1995).

HL-60
Die promyeloiden Zelllinie HL-60 (HL60, human promyelocytic leukemia cells) wurde aus dem
Blut einer 36-jahrigen Leukdmiepatientin gewonnen. Diese Suspensionszellen werden in

RPMI +/+ subkultiviert (Gallagher et al., 1979).

Humane primdre T-Lymphozyten
Primare humane T-Lymphozyten wurden entweder aus Leukozytenriickhaltesystemen (LRS)

von Spendern aus der Transfusionsmedizin oder aus Vollblut selbst prapariert (siehe 3.9.6). Es
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handelt sich hierbei um Suspensionszellen, die in RPMI+/+ subkultiviert wurden.
Lymphozytenkonzentrate gesunder Spender wurden vom Institut fiir Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein zur Verfligung gestellt. Vollblut wurde von gesunden

Spendern verwendet.

3.9 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

3.9.1 KULTIVIERUNG VON ZELLEN
Die Kultivierung aller Zellen erfolgte bei 37 °C unter 5 % CO, mit wassergedampfter Atmo-
sphare in einem Brutschrank. Alle verwendeten Lésungen, Medien und Materialien wurden
steril verwendet und alle Arbeiten unter der Sterilwerkbank durchgefiihrt. Die adharenten
Zelllinien HT29, HEK WT und HEK dKO wurden in Zellkulturschalen (@ 10 cm) mit 10 ml
DMEM +/+ kultiviert. THP1, HL60 und T-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit 50 ml
RPMI +/+ kultiviert. Alle verwendeten Medien wurden bei 4 °C gelagert und vor dem Gebrauch
bei 37 °Cim Wasserbad erwarmt.

Kulturmedium 10 % FCS (v/v)

+/+ 100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

in DMEM -/- (ohne Zusatze)
oder RPMI -/- (ohne Zusatze)

PBS 137 mM NaCl

pH 7,2 2,7 mM KCl

1,8 mM KH2P04
10,1 mM NazHPO4

Trypsin-EDTA 0,05 % in PBS

Die Suspensionszellen wurden bei einer zu hohen Dichte in der gewiinschten Menge in eine
neue Zellkulturflasche mit frischem RPMI +/+ Gberfuhrt.

Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurden die adhdrente Zellen passagiert. Hierzu wurde das
vorhandene Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin-EDTA (ber
mehrere Minuten bei 37 °C inkubiert. Trypsin ist proteolytisch aktiv und wird zum Losen
adharenter Zellen von Zellkulturschalen verwendet. Um das Trypsin abzustoppen, wurden die
Zellen in 5 ml DMEM +/+ aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen resuspendiert und
auf neuen Platten subkultiviert. Die Zellen wurden dann durch Auf- und Abpipettieren mit
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einer serologischen Pipette vereinzelt und ein Teil der Zellen in neue Kulturschale mit
DMEM +/+ Uberfihrt.

3.9.2 ZELLZAHLBESTIMMUNG

Fiir jedes Experiment wurde jeweils die gleiche Anzahl an Zellen zu Beginn des Experiments
ausgesat. Hierzu wurden die Suspensionszellen direkt bzw. die adharenten Zellen nach
Ablésung durch Trypsin und Abstoppen mit DMEM +/+ in ein 50 ml Sarstedt-Réhrchen
Uberfihrt. 25 ul Zellsuspension wurden mit 25 pl 0,4 % (w/v) Trypanblau-Losung versetzt und
mit dem Zellzahlgerdt Cellometer Autol000 gezdhlt. Trypanblau kann durch zerstorte
Membranen in tote Zellen gelangen und diese so anfarben, womit sie von lebenden Zellen
unterschieden werden kénnen. Lebende Zellen hingegen bleiben farblos. Fiir die Aussaat

wurde die Lebendzellzahl verwendet und anhand dieser eine definierte Zellmenge ermittelt.

3.9.3 KRYOKONSERVIERUNG

Zur langfristigen Aufbewahrung der eukaryotischen Zellen wurden diese mit speziellem
Einfriermedium (Biofreeze) bei -196 °C in fllssigem Stickstoff gelagert. Die Suspensionszellen
wurden direkt und die adharenten Zellen nach Ablésung von der Zellkulturschale bei 300 xg
fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 1 ml Biofreeze aufgenommen und in
Schraubdeckelréhrchen und in einem Einfrierbehalter gelagert. Der Einfrierbehalter war mit
Isopropanol gefillt und ermoglicht eine gleichmaRige Herunterkiihlung bei -80 °C (-1 °C/min)
der Zellen. Nach 48 h Lagerung der Zellen in dem Einfrierbehalter bei -80 °C kamen sie zur

endgilltigen Lagerung in einen Tank mit flissigem Stickstoff.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese direkt nach Entnahme aus dem Stickstofftank im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. AnschlieRend konnten die Zellen in 10 ml vorgewarmten
Kulturmedium mit Zusatzen in Zellkulturschalen Gberfuhrt werden. Das Medium wurde 24 h

nach dem Auftauen erneuert.

3.9.4 TRANSIENTE TRANSFEKTION
Transfektion bezeichnet die Aufnahme fremder Nukleinsduren, wie die von E. coli hergestellte
Plasmid-DNA, in eukaryotische Zellen. Die transiente Transfektion der HT29-, HEK WT- und

HEK dKO-Zellen erfolgte mit Hilfe des Transfektionsreagenzes TurboFect™.

Fiir die Transfektion wurden die Zellen in 6-Well- oder 12-Well-Platten ausgesat und vorab

24 h inkubiert. Das Pipettierschema fiir einen einfachen und doppelten Transfektionsansatz
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ist in Tabelle 11 aufgefihrt. Vor Zugabe des Transfektionsreagenzes wurde das alte Medium
der Zellen in jedem Well auf 1 ml frisches RPMI/DMEM +/+ gewechselt. Nach 15 min
Inkubation bei Raumtemperatur des jeweiligen Transfektionsansatzes wurde die Zellen mit

dem jeweiligen Ansatz versetzt.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir Transfektionsansatze

DMEM -/- Plasmid TurboFect
Einfachtransfektion 100 pl 1000 ng Plasmid 3ul
Doppeltransfektion 100 pl 500 ng Plasmid A + 3ul
500 ng Plasmid B

48 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir weitere Experimente verwendet.

3.9.5 INHIBITION UND STIMULATION IN ZELLKULTUREXPERIMENTEN

Die Inkubation der jeweiligen Inhibitoren und Stimulanzien mit den Zellen erfolgte in
RPMI/DMEM -/-. Hierdurch sollten mogliche Einflisse von Antibiotika oder Wachstums-
faktoren im FCS vermieden werden. Gegebenenfalls wurde die Zellen vorher mit einem
Expressionsvektor transfiziert. Die verwendeten Inhibitoren und Stimulanzien sind in Tabelle

12 aufgelistet.

Tabelle 12: Verwendete Inhibitoren und Stimulanzien

Bezeichnung Verwendung Konzentration
Inhibitoren Marimastat (MM) Breitband- 10 um
Metalloprotease-
Inhibitor
GI254023X (Gl) ADAM10-Inhibitor 3 uM
GW208264X (GW) ADAM10/-17-Inhibitor | 3 uM
Stimulanzien lonomycin (10) Kalzium-lonophor 1uM
PMA Proteinkinase C- 200 ng/ml
Aktivator
Melittin (Mel) Bienengift- 1uM
Komponente

3.9.6 LYMPHOZYTEN-ISOLATION DURCH DICHTEGRADIENTENZENTRIFUGATION

Durch Dichtegradientenzentrifugation von peripherem Blut kdnnen mononukleare Zellen von
anderen Blutzellen Uber ihre spezifische Dichte voneinander separiert werden. Mit PBS
verdiinntes Vollblut im Verhaltnis 1:2 oder LRS-Konzentrat im Verhaltnis 1:5 wurde auf eine
Ficoll-Trennlésung mit einer Dichte von 1,077 g/ml geschichtet. 30-35 ml des Blutes wurden
hierbei auf 15 ml Ficoll geschichtet. Das Gemisch wurde anschlieRend 20 min bei 700 rpm, RT

und ohne Bremse in einem Ausschwing-rotor zentrifugiert. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
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Dichte trennen sich die Zellen in verschiedene Fraktionen (Abbildung 6). Im Uberstand
befindet sich das Blutplasma, im Interphasering die Lymphozyten und unterhalb des Ficolls
pelletieren Granulozyten und Erythrozyten. Der Interphasering mit den peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) wurde mit einer serologischen Pipette vorsichtig abgenommen,
gesammelt und zweimal mit mindestens 30 ml PBS fiir 10 min bei 300 xg und RT zentrifugiert
und so gewaschen. AnschlieBend wurden die Lymphozyten mittels autoMACS (Miltenyi)

separiert.
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Abbildung 6: Fraktionierung des Blutes durch Dichtegradientenzentrifugation. Aufgrund ihrer spezifischen
Dichte werden die Blutzellen beim Zentrifugieren mit Ficoll aufgetrennt und in die einzelnen Fraktionen
aufgeteilt.

3.9.7 ZELLSEPARATION MITTELS IMAGNET-AKTIVIERTEM ZELLSORTER (MACS)

Definierte T-Zell-Subpopulationen kdnnen mittels einer magnetischen Separation aus
Lymphozyten gewonnen werden. Hierflir wurden monoklonale Antikdrper (mAk) verwendet
an die magnetische Partikel (Microbeads) gekoppelt sind. Diese mAk sind gegen definierte
Oberflachenantigene, in diesem Fall CD4 oder CD8, gerichtet. Die dabei herauskommenden
Zellen sind entweder CD4* oder CD8*, da sie das jeweilige Antigen besitzen. Die Lymphozyten
wurden in 50 ml Sarstedt-Réhrchen bei 400 xg fir 5 min und RT zentrifugiert. Auf das Pellet
wurden dann je 1*1077 Zellen 100 pl der jeweiligen Microbeads gegeben und 15 min bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit MACS-Puffer (MP) gewaschen und
dafir bei 300 xg fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Die positiv markierten Zellen wurden dann
mittels eines magnetischen Feldes im autoMACS (Miltenyi) selektiert und anschlieBend die fir

die folgenden Experimente nétige Zellzahl ausgesat.
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MACS-Puffer (MP) | 500 ml PBS
2 mM EDTA
0,5 % (w/v) BSA

3.9.8 OBERFLACHENFARBUNG UND DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Um Oberflachenmolekiile auf den Zellen zu markieren, wurden Fluorchrom-gekoppelte
Antikorper verwendet. Die Zellzahl der jeweiligen Proben wurde auf 1*1077 Zellen eingestellt.
Danach wurden die Zellen mit MP bei 400 xg fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann mit dem jeweiligen Antikorper (Konzentration nach Herstellerprotokoll) fir
15 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit je 200 pl MP bei 400 xg

fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert und in 200 pl MP aufgenommen und resuspendiert.

Zur Erfassung nekrotischer und apoptotischer Zellen wurde kurz vor der Messung zu jeder
Probe 1 ul Propidium lodid (Pl) gegeben. Pl hat die Eigenschaft durch die nicht mehr intakte
Zellmembran toter Zellen zu gelangen und dort an die DNA zu binden. PI ldsst sich anhand
eines spezifischen Fluoreszenzsignals detektieren, womit man lebende von toten Zellen

unterscheiden kann.

Mit Hilfe der Fluorchrom-gekoppelten Antikérper konnten die Zellen im Durchflusszytometer
anhand ihres Fluoreszenzsignals charakterisiert werden. Durch einen Laser wurden die
Fluorchrome angeregt, die daraufhin Licht mit spezifischer Wellenlange emittieren, welches

dann durch Detektoren gemessen werden kann.

3.9.9 ENzYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASsAY (ELISA)

Bei der Sandwich-ELISA Methode handelt es sich um eine Antikorper-basierte Methode mit
der man spezifische Proteine in einer Probe nachweisen kann. Der Proteinnachweis erfolgte
in speziellen high-binding 96-Well-Platten tGber die Bindung des nachzuweisenden Proteins an
einen immobilisierten Antikérper. Danach erfolgte eine weitere Bindung des Antigens durch
einen Biotin-gekoppelten Antikorper und anschlieBende Inkubation mit Streptavidin-
horseradish peroxidase (HRP). Die Quantifizierung des nachzuweisenden Proteins erfolgte
dann durch Zugabe und Umsetzung eines chromogenen Peroxidase-Substrates
(Tetramethylbenzin, TMB). Die enzymatische Reaktion wurde mit Schwefelsdure abgestoppt
und die Absorption der Umsetzungsreaktion bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Die
Referenzwellenldnge betrug 620 nm. Die Proben wurden immer in Doppelwerten gemessen.

In dieser Arbeit wurden nur DuoSet ELISAs der Firma R&D nach Herstellerangaben benutzt.
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Wasch-Puffer 0,05 % Tween20 (v/v) in PBS
Reagenz-Lésung 1 % BSA (w/v) in PBS
Stopp- Lésung 2 M H3S04

3.9.10 ATP-BASIERTER PROLIFERATIONSASSAY

Die Proliferation und Viabilitat der Zellen wurde mittels CellTiter-Glo® luminescent cell viability
assay detektiert. Hierbei wird ATP, welches mit der Anzahl lebender Zellen korreliert,
gemessen. Zellfreie Uberstiande von Anoctamin-6- und CD137-transfizierten HEK-Zellen oder
zellfreie Uberstinde von nur Anoctamin-6 transfizierten HEK-Zellen wurden iiber 24 h
gesammelt. 50.000 CD4*- oder CD8*-Zellen/Well wurden in einer 96-Well-Platte ausgesat.
Nach 24 h wurden die Zellen entweder mit zellfreien Uberstinden von Anoctamin6- und
CD137-transfizierten HEK-Zellen oder mit zellfreien Uberstianden von nur CD137-transfizierten
HEK-Zellen inkubiert. Nach weiteren 72 h erfolgte der Proliferationsassay nach Hersteller-
angaben. Jede Probe wurde in Dreifachwerten gemessen und als Tot-Kontrolle wurden Zellen

mit 0,2 % Triton X-100 behandelt.

3.10 PROTEINBIOCHEMISCHE MEETHODEN

3.10.1 PROTEINEXTRAKTION AUS ZELLEN
Fiir die Western Blot- und Simple Western-Analyse war eine Proteinextraktion aus den Zellen
erforderlich. Das Kulturmedium bzw. der Uberstand der Zellen wurde hierzu entfernt und die
Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden auf eine 6-Well-Platte 200 pl/Well
Lysepuffer gegeben. Zur zusatzlichen mechanischen Lyse wurden die Zellen mindestens
dreimal bei -80 °C eingefroren und wieder aufgetaut.

Lysepuffer pH 7,4 5 mM TRIS
1 mM EGTA
250 mM Saccharose
1 % (v/v) Triton X-100
10 mM 1,10-Phenanthrolin

1x Complete Protease-Inhibitor-Mix
1x PhosStop Phosphatase-Inhibitor-Mix

AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte geldst, in ein

ReaktionsgefiR iiberfiihrt und 5 min bei 12.000 xg bei 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde
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wurden dann in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und konnten bis zum weiteren Gebrauch

bei -20°C gelagert werden.

3.10.2 QUANTIFIZIERUNG DES PROTEINGEHALTES

Die Messung des Proteingehalts der Zelllysate erfolgte mittels des Pierce 660 nm Protein
Assay. Je 6 ul Zelllysat wurde in ein Well einer 96-Well-Platte gegeben und mit 100 ul des
660 nm-Reagenzes versetzt. Danach erfolgte die Messung der Absorption des gebildeten
Protein-Farbstoff-Komplexes bei einer Wellenlange von 660 nm. Zuvor wurde ein
Proteinstandard ermittelt mit dessen Hilfe nun der Proteingehalt der Zelllysate berechnet

werden konnte.

3.10.3 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE
Proteine und deren Gemische wurden mittels SDS-PAGE (sodiumdodecylsulfate
polyacrylamidgel electrophoresis) elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt. Hierzu wurde das nach Laemmli (1970) beschriebene System verwendet.

Es wurde ein diskontinuierliches Gelsystem verwendet. Hierbei folgt auf ein Sammelgel ein
Trenngel, welche beide aus unterschiedlichen Acrylamid-Konzentrationen und pH-Werten
bestehen. Je 50 ug Protein der jeweiligen Probe wurde hierzu mit SDS-Probenpuffer im
Verhaltnis 5:1 versetzt und bei 95 °C fur 5 min aufgekocht. Die verwendeten Puffer und die

Zusammensetzung der Gele ist im Folgenden aufgefiihrt:

Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris
pH 6,8 0,4 % (w/v) SDS
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris
pH 8,8 0,4 % (w/v) SDS
APS 10 % (w/v) APS
Sammelgel 0,835 ml Rotiphorese Gel 30
4,5% 1,25 ml Sammelgel-Puffer
2,9 ml H,0
15 pl TEMED
30 ul APS
Trenngel 3,33 ml Rotiphorese Gel 30
10 % 2,5 ml Trenngel-Puffer
4 ml H,0
30 ul TEMED
60 ul APS
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SDS-Probenpuffer 2 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Glycerin

125 mM Tris

1 mM EDTA

20 mM DTT

0,01 % Bromphenolblau

Das GieRen der Gele erfolgte mit Hilfe eines vertikalen Gelsystems (Peqglab). Nach erfolgter
Polymerisierung wurden die Gele in der Elektrophorese-Apparatur platziert und diese mit SDS-
Laufpuffer aufgefiillt.

SDS-Laufpuffer 25,1 mM Tris

pH 8,8 -8,9 192 mM Glycin
0,1 % SDS

Zusatzlich zu den Proben wurde ein GroRenstandard mit aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei

einer Spannung von 100 V bis kurz vor Austreten der Lauffront aus dem Gel.

3.10.4 WESTERN BLoT

Der Transfer der durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte mittels
Tank Blot-Verfahren. Dieser Prozess wird als Western Blotting bezeichnet. Die Proteine
wurden hierbei auf eine 0,45 um Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ulbertragen. Die
Membran wurde zuerst mit Methanol aktiviert und anschlieBend wie die Filterpapiere
(Whatmann) in Transferpuffer &quilibriert. Die PVDF-Membran und das Gel wurden
zusammen zwischen je zwei Filterpapiere gelegt und nach Herstellerangaben in die Apparatur
eingelegt und mit Transferpuffer aufgefiillt. Der Transfer der Proteine vom Gel auf die
Membran erfolgte flir 120 min bei 150 mV.

Transferpuffer | 192 mM Glycin

pH 8,5 25 mM Tris
10 % Methanol

3.10.5 IMMUNOLOGISCHE DETEKTION

Nach Transfer der Proteine wurde die Membran fiir 1 h in einer 5 %igen Milchpulverlésung in

TBS-T inkubiert. Freie Bindungsstellen auf der Membran werden so blockiert.
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TBST-Puffer 20 mM Tris
pH 7,4 140 mM NacCl
10 mM EDTA
0,1 % (v/v) Tween20
5 %ige Milchpulver-Losung 5 % (w/v) Milchpulver in TBST-Puffer

Danach erfolgte die Inkubation der Membran mit den primaren Antikérpern (siehe 3.5.1). Dies
erfolgte nach Herstellerangaben entweder fiir 1 h bei RT oder N bei 4 °C in einer 5 %igen
Milchpulverlésung. AnschlieRend wurde die Membran dreimal firl0 min mit TBS-T
gewaschen und mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikorper (siehe 0) fiir 1 h bei RT in TBS-T
inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt der Membran mit TBS-T fir je 10 min. Der
sekundadre Antikorper ist mit einer Peroxidase gekoppelt und wurde mittels horseradish
peroxidase-katalysierten Chemilumineszenzreaktion detektiert. Fiir diese Detektion wurde
das ECL Select Western Blotting Detection Reagent nach Herstellerangaben verwendet. Die

Chemiluminezsenzreaktion wurde mittels FX7 Kamerasystem detektiert.

3.10.6 STRIPPEN DER PVDF-MEMBRAN

Bereits verwendete Antikoérper, welche an den Proteinen, welche an der Membran lagern,
binden, miissen entfernt werden um weitere Proteine detektieren zu kénnen. Dies geschieht
durch Inkubation der Membran mit stripping-Puffer bei 65 °C flir 45 min. Anschliefend kann
die Membran mit TBS-T gewaschen und wie oben beschrieben mit neuen primaren und
sekundaren Antikorpern gefarbt werden.

Stripping-Puffer 62,5 mM Tris

pH 6,7 2 % (w/v) SDS
0,7 % (v/v) 2-Mercaptoethanol

3.10.7 SimPLE WESTERN

Simple Western™ ist ein vollautomatisiertes Western Blot-System und wurde nach
Herstellerangaben des JESS™ (Protein Simple) verwendet. Jede Probe |4uft hierbei in einer
eigenen Kapillare, welche mit einem SDS-Gel gefillt ist. Nach dem Lauf werden die Ergebnisse

von der integrierten Compass-Software analysiert.
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3.11 MIKROBIOLOGISCHE MEETHODEN

3.11.1 KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Amplifikation von Expressionsvektoren mit dem
Escherichia (E.) coli-Stamm XL10-Gold (TetRA(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F proAB lacl9ZAM15 Tn10(Tet®) Amy CamR])
gearbeitet. In E. coli kann man Plasmide durch Transformation einbringen. Diese kénnen dann
in Form von extrachromosomalen zirkuldren Plasmiden vervielfdltigt werden. Das zu
transformierende Plasmid enthdlt ein Antibiotikaresistenzgen. Die Selektion erfolgreich
transformierter Bakterien erfolgte Gber Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin im Medium. E. coli
wurde sowohl in flissigem Luria-Bertani (LB)-Medium oder auf LB-Agarplatten bei 37 °C
kultiviert. Die Flussigkultivierung erfolgte hierbei zusatzlich bei 200 rpm.

LB-Medium | 10 g/l Trypton

10 g/I NaCl
5 g/| Hefeextrakt

LB-Agar LB-Medium
15 g/l Agar-Agar

3.11.2 KRYOKONSERVIERUNG

Um E. coli bzw. einzelne Klone langfristig lagern zu kénnen wurden diese zunachst in 10 ml LB-
Medium UGN bei 37°C und 200 rpm kultiviert. Danach folgte die Zentrifugation der
Bakterienldsung bei 500 xg fiir 5 min und RT. Das Kulturmedium wurde abgesaugt, das Pellet
in 2ml Einfriermedium resuspendiert und in ein Schraubdeckelrohrchen uberfihrt.
AnschlieBend wurden die Bakterien bei -80°C gelagert.

Einfriermedium | 85 % (v/v) LB-Medium
15 % (v/v) Glycerin

3.11.3 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN

Zur Transformation der Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli wurden diese zunachst
auf Eis aufgetaut und 1 h mit 1 pl Plasmid versetzt. Der Transformationsansatz wurde dann
40 s bei 42 °C erhitzt und fir weitere 5 min auf Eis heruntergekiihlt. Nach Zugabe von 250 ul
SOC-Medium wurde der Ansatz bei 37 °C und 800 rpm fiir 1 h inkubiert. AnschlielRend wurde

der Ansatz auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen und {iber Nacht bei 37°C im
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Brutschrank inkubiert. Zur Kultivierung einzelner Klone wurde je eine Kolonie von der Platte

gepickt und Gber Nacht in 250 ml LB-Medium mit Ampicillin bei 37 °C und 200 rpm kultiviert.

SOC-Medium | 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2,0 % (w/v) Trypton

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl

10 mM MgS0O4

20 mM Glucose

3.12 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.12.1 PLASMIDPRAPARATION

Fiir die Plasmidpraparation wurden die jeweiligen Klone der XL10-Gold-Stamme in je 200 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin GN bei 37 °C bei 250 rpm inkubiert. Zur Gewinnung des
Plasmids wurde das Maxi-Plasmid-Prep Kit der Firma Roche nach Herstellerangaben

verwendet.

3.12.2 QUANTIFIZIERUNG VON DNA unD MRNA

Die Bestimmung der DNA- und mRNA-Konzentrationen von Losungen erfolgte mittels
Spektralphotometer NanoDropl000 oder Multiscan SkyHigh. Die Gerdte messen die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm. Anhand dieser Absorption kann die
Konzentration der Probe ermittelt werden. Auflerdem wurde das Absorptionverhaltnis der

Wellenlange 260 nm zu 280 nm gemessen um die Reinheit der Proben zu ermitteln.

3.12.3 IsoLATION VON MRNA

Zur Isolation der mRNA aus Zellen wurde das Nucleo-Spin RNA Kit der Firma Macherey-Nagel
nach Herstellerangaben verwendet. Die RNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop1000
oder Multiscan SkyHigh ermittelt. Wahrend der gesamten Isolation wurden ausschlief3lich

gestopfte RNase-freie Spitzen, sterile ReagenzgefaRe und gestopfte Filterspitzen verwendet.

3.12.4 REVERSE TRANSKRIPTION

Nach erfolgreicher Isolierung der mRNA wurde diese mittels reverser Transkription zu cDNA
umgeschrieben. Hierflir wurde das PrimeScript™ RT Master Mix Kit der Firma Takara
verwendet. 0,5 ug RNA wurde mit 2 pl des 5x PrimeScript™ RT Master Mixes und H,0
(ad 10 pl) versetzt. AnschlieRend erfolgte die reverse Transkription bei 37 °C fiir 15 min und
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die Inaktivierung des Enzyms bei 85 °C fiir 5 s im Thermocycler pegSTAR 96 universal. Die
Konzentration der cDNA wurde ermittelt und auf 10 ng/ml eingestellt. Wahrend der gesamten
Arbeiten wurden ausschlielich RNase-freie Spitzen, sterile Reagenzgefdlle und gestopfte

Filterspitzen verwendet. Alle Tatigkeiten wurden unter der PCR UV Workstation durchgefiihrt.

3.12.5 OLIGONUKLEOTIDE

Mit Hilfe der Software SnapGene wurden die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide
entworfen. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer-Paare Intron-lGberspannend sind, umso
eventuell noch vorhandene genomische DNA auszuschliefen und nicht mit zu amplifizieren.
Des Weiteren wurde darauf geachtet, dass die Primer eine Lange von 20 Basenpaaren haben,
einen GC-Gehalt von ca. 50-60 % aufweisen und ihre Schmelztemperatur bei 55-65 °C liegt.
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich hergestellt und in der

folgenden Tabelle aufgelistet (Tabelle 13).

Tabelle 13: Verwendete Oligonukleotide

Gen Name Sequenz
hCD137 hsCD137_for 5‘-GCCCAAAATGTTCTGCTGAT-3*
hsCD137_rev 5‘-CAGCTCCTTCGTGTCCTCTT-3'
hCD137-Ligand hsCD137L_for 5-TTGCTGGTCCTCAACTTTGA-3'
hsCD137L_rev 5-AACACCTTTACACTGCCTGC-3*
hHPRT1 hHPRT1_for 5-TGGCGTCGTGATTAGTGATG-3'
hHPRT1_rev 5-TCTCGAGCAAGACGTTCAGT-3'

3.12.6 SEMI-QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

Die semi-quantitative Real-Time PCR ist eine Methode zur Schatzung der relativen Expression
bestimmter Gene. Verwendet wurden die in 3.12.5 entworfenen Primer-Paare. Um die
Spezifitat der PCR zu erh6hen wurde eine touchdown-PCR durchgefiihrt. Hierbei wird die
annealing-Temperatur in den ersten Zyklen hoher als die optimale Temperatur gewahlt.
Dadurch entstehen in den ersten Zyklen nur spezifische Produkte, welche in den folgenden
Zyklen dann weiter amplifiziert werden. Fir die PCR wurden die Tag-Polymerase verwendet

und wie folgt zusammenpipettiert:

10 x ThermoPol Reaction Buffer 2,5 ul

10 mM dNTP’s (200 nm) 0,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
cDNA 1l
Taqg-Polymerase 0,125yl
H20 19,875 ul
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Die PCR wurde im Thermocycler peqSTAR 96 durchgefiihrt. Das Protokoll fir die PCR ist in
Tabelle 14 aufgelistet.

Tabelle 14: Programm fiir touchdown-PCR

Schritt Temperatur, Zeit

initiale Denaturierung 95 °C, 2 min

Denaturierung 95°C,30s

annealing 68 °C, (-1 °C/Zyklus), 30 s 6 Zyklen
Elongation 68 °C, 20s

Denaturierung 95°C, 20 s

annealing 62°C,30s 28 Zyklen
Elongation 68 °C, 20 min

finale Elongation 68 °C, 5 min

Kiihlung 4 °C,

3.12.7 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die in 3.12.6 hergestellten Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese anhand
ihrer GroRRe nach aufgetrennt. Hierflir wurden 2,5 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer erwarmt
bis sich eine homogene Losung bildete. AnschlieRend wurden 5 pl GelRed der Firma Biotium
pro 100 ml Lésung dazugegeben und vermischt. Die Lésung wurde in eine Gelkammer
(Bio-Rad) gegeben und bis zum ausharten des Geles gewartet. Als Laufpuffer wurde 1x TAE-
Puffer in die Gelkammer gegeben. Die Proben, wurden zuvor mit 6x Loading Dye Purple -
Ladepuffer versehen und in je eine Tasche des Gels pipettiert. Neben den Proben wurde ein
Gene Rule 100 bp Ladder als GroRenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 100 V fir 1-2 h. Das Gel wurde dann mit Hilfe UV-Transilluminators UVP
Gel Solo Gel Documentation System der Firma Analytik Jena analysiert.

TAE-Puffer 40 mM Tris

pH 8,0 20 mM Acetat
1 mM EDTA

3.12.8 ReAL-TIME PCR

Mit der Real-Time PCR kann die mRNA-Expression eines Gens in Geweben und Zellen
untersucht werden. Die Expression des jeweils untersuchten Gens wurde hierbei mit einem
internen Standard, dem sogenannten Housekeeping-Gen, verglichen. Ein Housekeeping-Gen

wird in Zellen unabhéngig von Zellstadium und duBeren Einfliissen gleich stark exprimiert.
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Die Spezifitdat der PCR wurde mit der touchdown-Variante erhdht, wie bereits in 3.12.6
erlautert. Es wurde der SYBR premix EX Taq lI-Mix (Takara) mit dem Farbstoff SYBR Green |
eingesetzt. Dieser Farbstoff bindet an doppelstrangige DNA und emittiert so ein
Fluoreszenzsignal. Somit ldsst sich die Menge der amplifizierten cDNA quantitativ bestimmen.
Die Schmelzkurve dient nochmals der Uberpriifung der Spezifitit der DNA-Fragmente, da die
PCR-Produkte spezifische Schmelzkurven besitzen, welche als Fluoreszenzmaximum
erkennbar sind. Die Real-Time wurde im QuantStudio 3 mit dem in Tabelle 15 dargestellten
Programm durchgefiuhrt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der QuantStudio™ Design &
Analysis Software.

Ein 10 pl Standard-Ansatz enthielt 5,2 pl des SYBR premix Ex Taq lI-Mixes (5x Master Mix +
ROX), 1 ul cDNA (10 ng/ul), 0,5 ul forward Primer (2,5 uM), 0,5 pl reverse Primer (2,5 uM) und
2,8 ul H,0. Jede Messung erfolgte in Doppelwerten. Um die Ergebnisse auszuwerten, wurde

die AACt-Methode (cycle threshold) angewandt:
ACt = Ct (Ziel-Gen) — Ct (housekeeping-Gen)
AACt = ACt (stimulierte Probe) — A Ct (unbehandelte Kontrolle)

x-fache Veranderung = 2-AACt

Tabelle 15: Verwendetes Programm fiir die Real-Time PCR

Schritt Temperatur, Zeit
initiale Denaturierung 95°C,30s
Denaturierung 95°C,5s
6 Zykl

annealing 68 °C, (-1 °C/Zyklus), 30 sec yien
Denaturierung 95°C,5s

40 Zykl
annealing 62 °C, 30s yKien
Denaturierung 95°C, 15s

hmelzk
annealing 62 °C, 1 min Schmelzkurve
finale Denaturierung 95°C, 15 s

3.13 STATISTIK

Die statistische Auswertung der Experimente und Daten erfolgte mit Hilfe des Programms
Prism Software Version 9. Bei zwei oder weniger unabhangig durchgefiihrten Experimenten
wurde der Mittelwert * Standardabweichung (MW=2SD) angegeben. Bei drei oder mehr

unabhangig durchgefiihrten Experimenten der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
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(MWZSEM). Es erfolgte eine ein- oder zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) einschlieRlich eines
Post-Hoc-Tests nach Bonferroni. Alle Experimente sind entsprechend gekennzeichnet. Zwei
Datengruppen wurden als signifikant unterschiedlich angesehen, wenn die Irrtumswahrscheinlich
unter 5 % (p-Wert < 0,05) liegt. Erhohte Signifikanzunterschiede wurden mit einem Stern (*) und
reduzierte Unterschiede mit einer Raute (#) gekennzeichnet. Bei nicht signifikanten Unterschieden

wurde diese mit n.s. gekennzeichnet.
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4 ERGEBNISSE

CD137 ist ein Mitglied der TNFR Familie, welches auf einer Vielzahl von Immunzellen, u.a.
T-Lymphozyten, Monozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen, exprimiert wird (Pollok et
al., 1993; Schwarz et al., 1995; Kienzle und Von Kempis, 2000; Pauly et al., 2002). Bei Bindung
an seinen Liganden CD137L, welcher auf antigenprasentierenden Zellen (APCs), wie Mono-
zyten, Makrophagen oder B-Zellen exprimiert wird (Langstein et al., 1998; Shao und Schwarz,
2011), kommt es zu einer bidirektionalen Signallibertragung, erhéhten Proliferation und
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (Langstein et al., 1998; Langstein et al.,
1999). Dieser kostimulatorische Prozess dient der Regulation der Immunzellantwort und steht
in Verbindung mit inflammatorischen Erkrankungen, wie z.B.: Arteriosklerose oder
rheumatoider Arthritis (Michel et al., 1998; Soderstrom et al., 2018) und einigen Tumor-
erkrankungen wie Leukdmie und Lungenkrebs (Furtner et al., 2005; Wang et al., 2008).
Angesichts der immer gréRBer werdenden gezielten anti-CD137-Therapie, vor allem in der

Tumorforschung, ist es wichtig die Regulation der CD137-Funktion genauestens zu verstehen.

4.1 EINFLUSS VON ADAM10 uno ADAM17 AUF DIE FREISETZUNG VON CD137

CD137 kommt nicht nur in membranstandiger, sondern auch in I6slicher Form in Maus und
Mensch vor. Bislang wurde angenommen, dass es sich bei der I16slichen Form um eine Splice-
Variante handelt.

Da ebenfalls viele Mitglieder der TNFR-Familie durch Metalloproteasen, speziell ADAM17,
gesheddet werden (Bell et al., 2007; Reddy et al., 2000; Zunke und Rose-John, 2017), liegt die
Vermutung nahe, dass ADAM17 oder die nahverwandte Protease ADAM10 an der Freisetzung
von CD137 beteiligt sein konnten.

Um das mutmalliche Shedding von CD137 durch ADAM10 und -17 zu untersuchen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit HT29- und HEK293T-Zellen mit einem Vektor, welcher fir CD137
kodiert, transfiziert. Dieser hatte am C-terminalen Ende zuséatzlich ein tGFP. Eine
Transfektionskontrolle erfolgte mittels Simple Western und Fluoreszenzmikroskopie. Der
Einfluss von ADAM10 und -17 auf das mogliche CD137-Shedding wurde anschlieBend mit

Inhibitions- und Stimulationsversuchen untersucht.
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4.1.1 METALLOPROTEASE-ABHANGIGE FREISETZUNG VON CD137 IN HT29

Durch die Fusionierung von CD137 an tGFP konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie und Simple
Western die erfolgreiche Transfektion in HT29-Zellen kontrolliert werden (Abbildung 7). Die
Ladekontrolle der Expressionsanalyse mittels Simple Western mit Tubulin-AKs zeigte sowohl
in den pcDNA- (mock) als auch in den CD137-transfizierten Zellen ein dhnlich starkes Signal
und somit, dass in jeder Probe gleich viel Protein aufgetragen wurde. Das errechnete
Molekulargewicht von CD137 liegt bei 28 kDa, das des tGFPs bei 26 kDa. Zusammengerechnet
liegt die errechnete GroRe des hier verwendeten Gesamtplasmids bei 54 kDa. In der CD137-
tGFP-transfizierten Probe lieR sich mit Hilfe eines Antikdrpers, der gegen tGFP gerichtet war,
CD137-tGFP nachweisen. Die hier detektierte Bande hatte eine GroRBe von ca. 66 kDa und
konnte nicht in der Kontrolle detektiert werden. Da bekannt ist, dass es bei CD137 zu
posttranslationalen Modifikationen kommen kann, liegt das zu erwartende Gesamtmolekular-
gewicht etwas hoher als das Errechnete, weshalb davon ausgegangen wird, dass es sich
hierbei um die richtige Bande handelte (Abbildung 7A).

Zusatzlich zeigte der visuelle Nachweis des tGFPs durch Griinleuchten der Zellen im

Fluoreszenzmikroskop, dass eine erfolgreiche Transfektion stattgefunden hat (Abbildung 7B).

Bislang wurde nur einmal in murinen Zellen gezeigt, dass I6sliches CD137 auch ein Ergebnis
proteolytischen Sheddings durch eine unbekannte Metalloprotease sein kann (Taraban et al.,
2002). Um die beteiligte Protease zu identifizieren und deren Anteil an der CD137-Freisetzung
zu beurteilen, wurden HT29-Zellen nach erfolgreicher CD137-Transfektion in An- oder
Abwesenheit verschiedener Inhibitoren inkubiert. Sowohl! die Uberstinde als auch Zelllysate
wurden anschlieffend mittels ELISA auf CD137 untersucht. Das Verhaltnis der Menge an CD137
im Uberstand zu der Menge in den Lysaten wurde bestimmt und prozentual berechnet.
Dadurch ergab sich wieviel des gesamten CD137 in den Zellkulturiberstand freigesetzt wurde.
AnschlieBend wurde damit die x-fache Veranderung berechnet, normiert auf die

unbehandelte Kontrolle.

Marimastat (MM) ist ein Breitband-Metalloprotease-Inhibitor, Gl ein praferenzieller ADAM10-
Inhibitor und GW ein ADAM10- und ADAM17-Inhibitor (Ludwig et al., 2005). Die Behandlung
der Zellen mit MM, Gl oder GW fiihrte in allen Fallen zu einer signifikanten Reduktion des
Sheddings von CD137 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Gl zeigte hierbei einen

starkeren Effekt als GW, MM zeigte den starksten Effekt. Dies war der erste Hinweis darauf,

-38 -



Ergebnisse

dass humanes CD137 durch Metalloproteasen gesheddet werden kann und insbesondere

ADAM10 maRgeblich an der Freisetzung beteiligt ist (Abbildung 7C).

Des Weiteren wurde Uberprift, ob durch induzierte Aktivierung von ADAM10 und -17 das
Shedding von CD137 erhoht wird (Abbildung 7D). Hier wurde die Menge an CD137 im Lysat
und den Uberstinden bestimmt. Das Verhiltnis des im Uberstand freigesetzten CD137 wurde
wieder prozentual zu der Gesamtmenge an CD137 berechnet. Anschliefend wurde damit die
x-fache Veranderung berechnet, normiert auf die unbehandelte Kontrolle. Durch lonomycin
(10), welches als Kalzium-lonophor einen Einstrom von Kalziumionen in die Zelle bewirkt,
werden ADAM10 und -17 aktiviert. Melittin (Mel), welches ein Bestandteil von Bienengift ist,
bewirkt Uber die Aktivierung von P2-Rezeptoren und einer Porenformation mittels Lipid-
Protein-Interaktion innerhalb der Zellmembran ebenfalls einen Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration (Sommer et al., 2012). Hierdurch wird sowohl ADAM10 als auch
ADAM17 aktiviert. Der Phorbolester PMA flihrt hingegen nur zu einer Aktivierung von
ADAM17 (Horiuchi et al., 2007; Tu et al., 2008; Le Gall et al., 2009). Die Stimulation der HT29-
Zellen mit |0 und Mel zeigte in beiden Fallen einen signifikanten Anstieg des CD137-Sheddings
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Der ADAM17-Aktivator PMA hatte jedoch keine
Auswirkung. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Erhohung der intrazelluldren Kalzium-
konzentration durch 10 und Mel zu einem signifikanten Anstieg von sCD137 fiihrt. Da PMA
keinen Effekt hatte, ist anzunehmen, dass ADAM10 die Hauptsheddase von CD137 ist
(Abbildung 7D).
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Abbildung 7: Freisetzung von sCD137 wird von ADAM10 und ADAM17 vermittelt. HT29-Zellen wurden mit
CD137-tGFP transfiziert (48 h). (A) Eine Kontrolle der erfolgreichen Transfektion erfolgte mittel Simple Western.
Tubulin diente als Ladekontrolle. (B) Ebenfalls als Transfektionskontrolle diente der Nachweis des Fluoreszenz-
signals des tGFPs (griin). Mit dem Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst 33342 (blau) wurden die Zellkerne angefarbt.
Der MaRstab betrdgt 200 um (A,B) Die dargestellten Aufnahmen sind reprasentativ fiir drei unabhangige
Experimente. (C,D) Die CD137-tGFP-transfizierten HT29-Zellen wurden auf die CD137-Menge im Uberstand im
Verhaltnis zur Gesamtmenge CD137 im ELISA analysiert. Die x-fache Verdnderung wurde auf die mock-Kontrolle
normiert. (C) Die Inhibition mit GI (3 uM), GW (3 uM) oder MM (10 uM) erfolgte fiir 24 h. (D) Die Stimulation mit
[0 (1 uM) und Mel (1 uM) erfolgte fiir 30 min und die Stimulation mit PMA (200 ng/ml) fir 2 h. Die Daten wurden
mittels One-Way-ANOVA und des Post-Hoc-Tests nach Bonferroni analysiert. * steht flr einen signifikanten
Anstieg in Bezug auf die jeweils unbehandelte Kontrolle, # steht fiir eine signifikante Reduktion in Bezug zur
jeweiligen unstimulierten Kontrolle. (n=3 (C, D); */# P < 0,05; MW + SEM)

4.1.2 ADAM10 unD ADAM17 seTzeN CD137 IN HEK293T-ZELLEN FREI

Die bisherigen Ergebnisse gaben einen ersten Hinweis darauf, dass ADAM10 maRgeblich zur
Freisetzung von sCD137 beitrdagt. Um die Rolle von ADAM10 und ADAM17 in einem genetisch
klar definierten System zu untersuchen und einen weiteren Nachweis fir ADAM10 als Haupt-

sheddase von CD137 zu bekommen wurden die Experimente aus 4.1.1. in einer weiteren

-40 -



Ergebnisse

Zelllinie wiederholt. Hierzu wurden HEK293T Wildtyp (WT) und HEK293T-ADAM10/17-Knock-
Out Zellen (dKO), welche weder ADAM10 noch ADAM17 exprimieren, verwendet.

Die erfolgreiche Transfektion des CD137-tGFP-Plasmids wurde ebenfalls wieder mit Hilfe von
Simple Western (Abbildung 8A) und Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 8B) kontrolliert. Die
Ladekontrolle mit Tubulin zeigte durch ein gleichmaRig starkes Signal, dass von allen Proben
gleich viel Protein aufgetragen wurde. Zusammengerechnet liegt die GroRe des tGFP plus
CD137 bei ca. 54 kDa. Durch posttranslationale Modifikationen liegt die zu erwartende Bande
allerdings bei ca. 66 kDa. Diese Bande liek sich sowohl bei den WT- als auch bei den dKO-Zellen

detektieren, nicht aber in der jeweiligen Kontrolle (Abbildung 8A).

A HEK WT HEK dKO A10/A17

kDa pcDNA CD137tGFP pcDNA CD137tGFP

66 = P | e
66 I

Tubulin
40

Abbildung 8: Transfektionskontrolle von HEK293T WT- und -dKO-Zellen. HEK293T WT- und -dKO-Zellen wurden
mit CD137-tGFP transfiziert (48 h). (A) Mittels Simple Western erfolgte eine Transfektionskontrolle und das
entsprechende Exprimieren des CD137-tGFPs. Tubulin diente als Ladekontrolle. (B) Als weitere visuelle
Transfektionskontrolle diente der Nachweis des Fluoreszenzsignals des tGFPs (griin). Die Zellkerne wurden
hierbei mit dem Nukleinsdure-Farbstoff Hoechst 33342 (blau) gefarbt. Der MalRstab betrdagt 20 um. (A, B) Die
dargestellten Aufnahmen sind repradsentativ fir drei unabhangige Experimente.

Die erfolgreich transfizierten WT- und dKO-Zellen wurden anschlieend in An- oder
Abwesenheit des Breitband-Metalloprotease-Inhibitors MM sowie des ADAM10-Inhibitors Gl
und des ADAM10/17-Inhibitors GW inkubiert (Abbildung 9A). Es wurden die Uberstinde und
die Lysate der WT- und dKO-Zellen im ELISA auf CD137 gemessen. Anschliefend wurde
prozentual berechnet wieviel der Gesamtmenge von CD137 in den Uberstand abgegeben
wurde. Dadurch konnte die x-fache Verdnderung berechnet und auf den jeweiligen
unbehandelten WT normiert. Die Behandlung der Zellen, sowohl mit Marimastat als auch mit
Glund GW, fiihrte in den WT-Zellen zu einer signifikanten Reduktion des Sheddings von CD137
im Vergleich zur unbehandelten WT-Kontrolle. Die unbehandelten dKO-Zellen zeigten
ebenfalls eine im Vergleich zu den unbehandelten WT-Zellen signifikante Reduktion des

CD137-Sheddings. Wohingegen die dKO-Zellen, welche mit den Inhibitoren behandelt
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wurden, keine Veranderung des CD137-Sheddings im Vergleich zur unbehandelten dKO-
Kontrolle aufwiesen (Abbildung 9A).

Die Uberpriifung eines induzierbaren CD137-Sheddings erfolgte mittels Aktivierung von
ADAM10 und ADAM17 durch 10 bzw. Mel oder von ADAM17 durch PMA (Abbildung 8B).
Erneut wurden hier die Uberstinde und Zelllysate beider Zelltypen im ELISA auf CD137
untersucht. Das Verhéltnis der CD137-Menge im Uberstand zu der Menge in den Lysaten
wurde bestimmt und prozentual berechnet wieviel des gesamten CD137 in den Zellkultur-
Uberstand freigesetzt wurde. Anschlielend wurde damit die x-fache Veranderung berechnet,
normiert auf die WT-Kontrolle. Die Stimulation durch |0 fuhrte nur in den WT-Zellen zu einer
signifikanten Erhéhung der CD137-Freisetzung. Die unstimulierten dKO-Zellen zeigten eine
konstitutiv geringere Freisetzung an CD137 im Vergleich zu der unstimulierten WT-Kontrolle.
Zudem war die Stimulation in den HEK dKO-Zellen mit keinem der hier verwendeten

Stimulanzien moglich (Abbildung 9B).

Zusatzlich zu den Inhibitor- und Stimulationsexperimenten wurde ein Retransfektions-
experiment durchgefuhrt. Hierfliir wurden die A10/A17-dKO-HEK-Zellen mit CD137-tGFP-
Plasmid und mit pcDNA-, ADAM10- oder ADAM17-Plasmid transfiziert (Abbildung 9C). Sowohl
die Uberstinde als auch Lysate transfizierter Zellen wurden im ELISA auf CD137 untersucht.
Die Retransfektion der dKO-Zellen mit ADAM10 oder ADAM17 fihrte in beiden Fallen zu einer
signifikanten Erhohung der CD137-Freisetzung im Vergleich zur Transfektion der dKO-Zellen
mit pcDNA. Dies bedeutet, dass sowohl ADAM10 als auch ADAM17 in der Lage ist CD137

freizusetzen.
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Abbildung 9: ADAM10 und -17 sind fiir die Freisetzung von CD137 in HEK293T WT verantwortlich. Die CD137-
tGFP-transfizierten Zellen wurden auf die CD137-Menge im Uberstand im Verhéltnis zur Gesamtmenge CD137
im ELISA analysiert. Die x-fache Verdnderung wurde normiert auf die unbehandelte WT-Kontrolle. (A) Die
Inhibition mit GI (3 uM), GW (3 uM) oder MM (10 uM) erfolgte fir 24 h. (B) Die Stimulation mit 10 (1 uM) und
Mel (1 uM) erfolgte fiir 30 min und die Stimulation mit PMA (200 ng/ml) fir 2 h. (C) HEK293T dKO A10/A17-
Zellen wurden mit CD137-tGFP und ADAM10, ADAM17 oder pcDNA kotransfiziert. Die Daten wurden mittels
One-Way-ANOVA (C) oder Two-Way-ANOVA (A, B) und des Post-Hoc-Tests nach Bonferroni analysiert. * steht
flr einen signifikanten Anstieg in Bezug auf die jeweilige unbehandelte WT-Kontrolle, # steht fir eine signifikante
Reduktion in Bezug zur jeweiligen unstimulierten WT-Kontrolle. ns steht fir ein nicht signifikantes Verhaltnis zur
unstimulierten dKO-Kontrolle. (n=3; */# P < 0,05; MW * SEM)

4.2 UNTERSUCHUNG VON CD137 IN PRIMAREN HUMANEN T-ZELLEN
Alle bisher veroffentlichen Forschungsergebnisse zur Untersuchung von sCD137 in
T-Zellen gehen davon aus, dass es sich hierbei um Splicing-Varianten handelt (Shao et al.,

2008). In den vorangegangenen Experimenten konnten jedoch gezeigt werden, dass sCD137

ein Produkt proteolytischen Sheddings durch ADAM10 und ADAM17 sein kann. So stellte sich
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die zentrale Frage, ob sCD137 in aktivierten CD4* und CD8* T-Zellen ebenfalls durch ADAM10
und -17 freigesetzt wird. Da die CD137-Expression in T-Zellen strikt aktivierungsabhangig ist
(Pollok et al., 1993; Alderson et al., 1994; Hurtado et al., 1995;), sollten zunachst verschiedene

Aktivierungen flr eine moglichst hohe CD137-Expression untersucht werden.

4.2.1 ANALYSE VERSCHIEDENER STIMULANZIEN ZUR EXPRESSION VON CD137 AUF T-ZELLEN

Die Expression von CD137 in T-Zellen ist durch verschiedene Stimuli aktivierbar. Um die
bestmodgliche Aktivierung bzw. die hochstmogliche Expression von CD137 zu finden wurden
CD4* und CD8* T-Zellen mit CD3-/CD28-Antikérper, PMA/IO oder Staphylococcus Entero-
toxin B (SEB) aktiviert. Die Aktivierung von T-Zellen erfordert zwei Signale, eines vom T-Zell-
Rezeptor-Komplex, welches durch CD3 ausgeldst wird, und das Zweite durch eine Interaktion
von kostimulierenden Rezeptoren wie CD28 (Sykulev et al., 1996; Alegre et al., 2001).

PMA hingegen aktiviert die Proteinkinase C, wahrend 10 firr einen Kalziuminflux in die Zelle
sorgt. Dies fuhrt zur Aktivierung mehrerer intrazelluldrer Signalwege, die so den T-Zell-
Rezeptor-Komplex umgehen und trotzdem zur Aktivierung der Zelle fiihren (Ai et al., 2013).
SEB ist ein bakterielles Superantigen, welches sowohl an den T-Zell-Rezeptor-Komplex bindet
als auch als kostimulierendes Molekil wirkt (Whitfield et al., 2017).

CD4* und CD8* T-Zellen wurden im folgenden Experiment mit CD3/CD28-Antikorper (je
1 pg/ml), PMA (200 ng/ml)/10 (1 pg/ml) oder SEB (1 pg/ml) inkubiert und im Durchfluss-
zytometer auf die Menge von CD137 auf der Oberflache der Zellen analysiert. Nach der
Messung der magnetisch angereicherten CD4* oder CD8* T-Zellen wurden zur Auswertung die
Zielpopulationen durch die Erstellung sequentieller Analysefenster (,Gates’) definiert. Hierbei
wurden jeweils nacheinander Lymphozyten, Einzelzellen, lebende Zellen und CD4* bzw. CD8*
T-Zellen markiert (Abbildung 10A, 10C). AnschlieRend wurden die jeweiligen CD4* oder CD8*
T-Zellen auf ihre unterschiedliche Oberflachenexpression mittels spezifischem FITC-
gekoppelten CD137-AK Uberprift, auf die jeweilige Zellzahl normalisiert (normalize to mode)
und miteinander verglichen (Abbildung 10B, 10D). Ebenfalls wurden die Zellkulturiiberstande
mittels CD137-ELISA untersucht (Abbildung 11).
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Abbildung 10: Oberflachenexpression von CD137 auf CD4* und CD8* T-Zellen nach Aktivierung. Durchfluss-
zytometrie-Analyse von magnetisch angereicherten CD4* oder CD8* T-Zellen nach Aktivierung mit CD3/CD28-
Antikorper (je 1 pg/ml), PMA (200 ng/ml)/10 (1 ug/ml) oder SEB (1 pg/ml) fir 24 h, im Vergleich zur ungefarbten
Kontrolle. Die dargestellte Gatingstrategie ist reprdsentativ fiir alle unaktivierten und aktivierten Zellen. (A, C)
Nach der Messung wurden zur Auswertung sequentiell Lymphozyten, Einzelzellen, lebende Zellen und CD4* bzw.
CD8* T-Zellen definiert. Angegeben ist der prozentuale Anteil des jeweiligen Analysefensters (,Gates’). (B, D)
Diese CD4* bzw. CD8* T-Zellen wurden weiterhin auf ihre Expression von CD137 untersucht und miteinander
verglichen. Das dargestellte Experiment ist reprasentativ fir zwei unabhangig durchgefiihrte Versuche.

-45 -



Ergebnisse

CD4* bzw. CD8" T-Zellen wurden mit CD3-/CD28-Antikérper, PMA/IO oder SEB Uber 24 h
aktiviert, anschlieBend mit CD137-FITC angefarbt und im Durchflusszytometer im Vergleich
zur ungefarbten Kontrolle untersucht (Abbildung 10). Nach Aktivierung der CD4* T-Zellen mit
SEB zeigte sich eine Verstarkung der Expression von CD137 auf der Oberflache der Zellen im
Vergleich zur unaktivierten Kontrolle. Die Oberflachenexpression von CD137 war im Vergleich
zu SEB bei den CD4* T-Zellen, welche mit CD3-/CD28-Antikdrper oder PMA/IO stimuliert
wurden, sogar noch starker (Abbildung 10B). Bei den CD8* T-Zellen fiihrte ebenfalls jede
Behandlung zu einer vermehrten Expression von CD137 auf der Zelloberflache. Nach
Aktivierung mit SEB oder PMA/IO ist auf der Oberflache der CD8* T-Zellen dhnlich viel CD137
nachzuweisen. Bei Behandlung der Zellen mit CD3-/CD28-Antikorper ist die Expression von
CD137 in CD8* T-Zellen am starksten (Abbildung 10D).

Zusatzlich zur Durchflusszytometrie wurden die Zellkulturiiberstande der un- bzw. aktivierten

CD4* und CD8* T-Zellen im ELISA auf sCD137 liberpriift (Abbildung 11).
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Abbildung 11: sCD137 in Zellkulturiiberstinden von CD4* und CD8* T-Zellen nach Aktivierung. sCD137 [pg/ml]
in Uberstidnden von CD4* (A) oder CD8* (B) T-Zellen nach Aktivierung mit CD3/CD28-Antikérper (je 1 pug/ml), PMA
(200 ng/ml)/10 (1 pg/ml) oder SEB (1 pg/ml) fir 24 h, im Vergleich zur unaktivierten Kontrolle. (n=2; MW £ SEM)

Es konnte kein sCD137 in den Uberstinden unaktivierter CD4* und CD8* T-Zellen detektiert
werden. Alle getesteten Aktivatoren flihrten zu einer Freisetzung von sCD137. Jedoch flihrte
sowohl in den CD4" als auch den CD8* T-Zellen die Aktivierung mit SEB oder PMA/IO zu einer
deutlich geringeren Menge an sCD137 in den Zellkulturiiberstanden im Vergleich zur

Aktivierung mit CD3-/CD28-Antikorpern (Abbildung 11).
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Sowohl! die Analyse der Oberflachenexpression von CD137 als auch die detektierte Menge
sCD137 in den Uberstinden der CD4* und CD8* T-Zellen zeigte, dass die beste Aktivierung mit
CD3-/CD28-Antikorper erreicht wurde, weshalb in allen folgenden Experimenten die T-Zellen

ausschlieRlich mit CD3-/CD28-Antikorper aktiviert wurden.

4.2.2 ADAM-INHIBITOREN FUHREN ZUR REDUKTION VON SCD137 iM UBERSTAND VON T-ZELLEN

Die Untersuchungen von HT29- und HEK293T-Zellen mit dem Breitband-Metalloprotease-
Inhibitor MM, dem ADAM10-Inhibitor GI und dem ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW zeigten,
dass es sich bei dem sCD137 nicht wie angenommen um eine Splicing-Variante, sondern um
ein Sheddingprodukt einer Metalloprotease, vornehmlich ADAM10, handelt. Da bislang
angenommen wurde, dass es sich bei sCD137 in T-Zellen um eine Splicing-Variante handelt,
wurden aktivierte CD4* und CD8* T-Zellen lber einen Zeitraum von bis zu 96 h mit MM
(10 uM), GI (3 uM) oder GW (3 uM) inkubiert und die Menge an sCD137 im Uberstand der
Zellen mittels ELISA detektiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: ADAM10 ist die Hauptsheddase von endogen exprimiertem CD137 in T-Zellen. (A) Aktivierte
CD4* oder (B) CD8" T-Zellen wurden fir 6 h, 24 h, 72 h oder 96 h mit dem ADAM10-Inhibitor GI (3 uM), dem
ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW (3 uM) oder dem Breitband-Metalloprotease-Inhibitor Marimastat (MM,
10 pM) inkubiert. Die Uberstiande wurden anschlieRend mittels ELISA auf sCD137 iiberpriift. Das dargestellte
Experiment ist reprasentativ fur flinf Versuche. (MW + SD)

sCD137 konnte in CD8* T-Zellen (Abbildung 12B) erstmal nach 6 h und in CD4*T-Zellen
(Abbildung 12A) nach 24 h detektiert werden. In beiden Zelltypen kam es zu einer Zunahme
der Menge an sCD137 in den Uberstinden der unbehandelten Kontrollgruppen iber die Zeit.
AuBerdem wurde deutlich, dass CD8* T-Zellen im Vergleich zu den CD4* T-Zellen mehr CD137

exprimieren. Die Zugabe aller drei Inhibitoren fiihrte in beiden Zelltypen zu einer starken
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Reduktion des sCD137 in den Uberstanden. Bei den CD4* T-Zellen hatte MM (iber die gesamte
Zeit den starksten Effekt, GW den schwachsten. Bei den CD8* T-Zellen zeigte sich nach 72 h
die starkste Reduktion von sCD137 durch die Inhibitoren. Hier hatte allerdings GW einen leicht
starkeren Effekt als MM und Gl.

Die Ergebnisse dieses Inhibitionsexperiments zeigen, dass CD137 auch in T-Zellen proteo-

lytisch durch ADAM10 und ADAM17 abgespaltet werden kann.

4.2.3 ZuGABE VON ADAM-INHIBITOREN FUHRT ZUR AKKUMULATION VON CD137 AUF DER OBERFLACHE
Um die Aussage, dass ADAM10 und ADAM17, anders als bislang angenommen, maligeblich
am Shedding von CD137 in T-Zellen beteiligt sind zu festigen, sollten nicht nur die Uberstinde
der Zellen auf sCD137, sondern auch die Oberflachenexpression von CD137 auf eine mogliche
Akkumulation nach Zugabe der Inhibitoren untersucht werden.

Hierfir wurden CD4* und CD8"* T-Zellen ebenfalls wieder mit den Inhibitoren MM (10 uM),
Gl (3 uM) und GW (3 uM) inkubiert und nach 72 h im Durchflusszytometer auf die Menge von
CD137 auf der Oberflache untersucht. Magnetisch angereicherte CD4* und CD8* T-Zellen
wurden gemessen und anschlieRend nacheinander auf Lymphozyten, Einzelzellen, lebende
Zellen und CD4* bzw. CD8* T-Zellen gegated (Abbildung 13A, 13C). Die Oberflachenexpression
wurde schlussendlich fir die jeweiligen CD4* oder CD8* T-Zellen Uberprift, auf die jeweilige
Zellzahl normalisiert (normalize to mode) und miteinander verglichen. Als Kontrolle dienten

ungefarbte Zellen (Abbildung 13B, 13D).
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Abbildung 13: CD137-Oberflichenexpression auf CD4* und CD8* T-Zellen nach Inkubation mit Inhibitoren.
Durchflusszytometrische-Analyse von magnetisch angereicherten CD4* (A,B) und CD8* (C,D) T-Zellen nach
Aktivierung und Inkubation mit dem ADAM10-Inhibitor GI (3 uM), dem ADAM10/ADAM17-Inhibitor GW (3 uM),
dem Breitband-Metalloprotease-Inhibitor Marimastat (MM, 10 uM) und der unbehandelten Kontrolle fiir 72 h
im Vergleich zur ungefarbten Kontrolle. Die dargestellte Gatingstrategie ist reprasentativ fir alle unaktivierten
und aktivierten Zellen. (A, C) Nach der Messung wurden zur Auswertung sequentiell Lymphozyten, Einzelzellen,
lebende Zellen und CD4* bzw. CD8* T-Zellen definiert. Angegeben ist der prozentuale Anteil des jeweiligen
Analysefensters (,Gates’). (B, D) Diese CD4* bzw. CD8* T-Zellen wurden weiterhin auf ihre Expression von CD137
untersucht und miteinander verglichen. Das dargestellte Experiment ist reprasentativ fir drei unabhangig
durchgefiihrte Versuche.
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Nach magnetischer Anreicherung der CD4* und CD8* T-Zellen erfolgte die Analyse der
Oberflachenexpression von CD137 mittels Durchflusszytometrie. Die Ergebnisse zeigten auf
der Oberflaiche der CD4*T-Zellen von CD137 auf der Zelloberflache im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle eine Anreicherung von CD137. Jedoch zeigte GW hier einen etwas
schwéacheren Effekt als MM und GI (Abbildung 13B). Bei den CD8"* T-Zellen flihrten ebenfalls
alle Inhibitoren zu einer Akkumulation von CD137 auf der Zelloberflache im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (Abbildung 13D).

Die Zugabe der ADAM-Inhibitoren MM, Gl und GW fiihrte sowohl in den Uberstinden der
T-Zellen zu einer Abnahme an sCD137 als auch zu einer Zunahme von CD137 auf der
Oberflache der behandelten Zellen. Bislang wurde angenommen, dass es sich bei sCD137 in
T-Zellen um eine Splicing-Variante handelt. Diese Ergebnisse zeigen jedoch, dass ADAM10
und -17 nicht nur die Hauptsheddasen von CD137 in transfizierten HT29 und HEK293T Zellen
sind, sondern auch in CD4* und CD8* T-Zellen und sCD137 somit ein Produkt proteolytischen

Sheddings mindestens einer Metalloprotease ist.

4.3 PHYSIOLOGISCHE RELEVANZ DES CD137-SHEDDINGS

Das CD137-/CD137-Ligand-Paar besitzt, wie einige andere Rezeptor-/Ligand-Paare in der
TNFR/TNF-Superfamilie, die Fahigkeit zur bidirektionalen Signallibertragung (Eissner et al.,
2004). Dies bedeutet, dass eine SignallUbertragung sowohl Giber den CD137-Rezeptor als auch
durch den Liganden moglich ist. Anders als CD137, welches auf aktivierten T-Zellen exprimiert
wird, wird der CD137-Ligand in erster Linie auf Antigen-prdsentierenden Zellen (APCs)
exprimiert. Die Bindung des Liganden flihrt z.B. zu einer Expression von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-6 oder IL-8 und einer Vielzahl anderer Immunantworten (Langstein et al.,
1998; Schwarz, 2005). sCD137 hat ebenso wie seine membranstandige Form (mCD137) die
Fahigkeit den Liganden zu binden (Shao et al., 2008). Bisher wird davon ausgegangen, dass
sCD137 die Wechselwirkung des mCD137 mit seinem CD137-Liganden storen kdnnte und so
die Aktivitat des CD137-/CD137-Ligandensystems hemmt.

Da das Shedding von ADAM10-Substraten immer in der Nahe der Stalk-Region des jeweiligen
Substrats erfolgt, kann davon ausgegangen werden, dass gesheddetes sCD137 seine extra-

zelluldare Domane beinhaltet und somit die Fahigkeit an seinen Liganden zu binden beibehilt.
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Der folgende Versuch sollte Klarheit dartiber bringen ob auch gesheddetes sCD137 eine

Wirkung auf den CD137-Liganden haben wiirde.

4.3.1 FUNKTIONELLE ANALYSE DES CD137/CD137-LIGAND-SYSTEMS

Um die Bedeutung von gesheddetem sCD137 in der CD137-/CD137-Liganden-Interaktion zu
untersuchen, wurden zunachst Zellen ben6tigt, welche den CD137-Liganden exprimieren. Der
CD137-Ligand wird u.a. auf APCs, Monozyten und Makrophagen exprimiert, weshalb die
monozytdren Zelllinien HL60- und THP1-Zellen daraufhin untersucht wurden. Lysate von mit
PMA (100 ng/ml) Gber 24 h aktivierte und unaktivierte THP1- und HL60-Zellen wurden im
Western Blot mit Hilfe eines gegen den CD137-Liganden gerichteten Antikdrpers untersucht.
PMA diente hierbei als Stimulator fiir die Differenzierung der Zellen. Mittels quantitativer
Real-Time PCR (gqPCR) wurde zusatzlich eine Quantifizierung der mRNA-Expression des
Liganden durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten hierbei HEK293T-Zellen. Die Ergebnisse wurden
mit der AACT-Methode ausgewertet (housekeeping gene: hhprt) und mit HEK293T WT-Zellen
als Kontrolle ins Verhaltnis gesetzt.

Die Analyse der THP1- und HL60-Zellen mittels Western Blot zeigte mit Hilfe von Actin als
Ladekontrolle in allen Proben ein dhnlich starkes Signal. Dies wies daraufhin, dass von allen
Proben in etwa gleich viel Protein aufgetragen wurde. Das errechnete Molekulargewicht des
CD137-Liganden liegt bei ca. 26 kDa. Allerdings kann es durch posttranslationale Modi-
fikationen auch deutlich groRer sein. Der Western Blot zeigte sowohl in unaktivierten als auch
mit PMA aktivierten Zellen jeweils Banden bei ca. 34 und 55 kDa (Abbildung 14A). Da hier nicht
eindeutig gesagt werden konnte, welche die spezifische Bande war, wurden die Zellen
zusatzlich mittels gPCR auf ihre CD137-Ligandenexpression untersucht. Die gPCR zeigte in
beiden Zelltypen eine fast 7-fach starkere Expression des Liganden in HL60- und THP1-Zellen
als in HEK293T. Diese Experimente zeigten also, dass HL60- und THP1-Zellen den Liganden

exprimieren und sich fir die folgenden Versuche eignen (Abbildung 14B).
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Abbildung 14: CD137-Liganden-Expression in HL60- und THP1-Zellen. HL60- und THP1-Zellen wurden mittels
Western Blot (A) und quantitativer Real-Time PCR (B) auf ihre CD137-Liganden-Expression untersucht. (A) Mit
PMA (100 ng/ml) Gber 24 h aktivierte und unaktivierte HL60- und THP1-Zellen wurden im Western Blot auf das
Exprimieren des CD137-Liganden untersucht. Actin diente als Ladekontrolle. (B) mRNA-Expression des CD137-
Liganden in HEK293T-, THP1- und HL60-Zellen. Die Ergebnisse wurden mit der AACT-Methode ausgewertet
(housekeeping gene: hhprt) und mit der Kontrolle (HEK293T) ins Verhaltnis gesetzt. (A) Die dargestellten
Experimente sind stellvertretend flr drei unabhangige durchgefiihrte Versuche. (B) (n=3; MW + SEM)

Die Bindung des CD137-Liganden durch CD137 induziert auf Seite der APCs eine Expression
proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-8 (Langstein et al., 1998). Um herauszufinden, ob
die Freisetzung von IL-8 nur durch mCD137 oder auch durch gesheddetes sCD137 induziert
wird, sollten THP1- oder HL60-Zellen sowohl direkt als auch indirekt mit CD137-transfizierten
HEK-Zellen inkubiert werden (Abbildung 15). Bei der direkten Kokultur wurden die Zellen
zusammen in einem Well inkubiert. Bei der indirekten Kokultur wird davon ausgegangen, dass
die CD137-transfizierten HEK-Zellen CD137 konstitutiv von der Oberflache shedden und dieses
somit als sCD137 in den Uberstand geht und so moglicherweise an seinen Liganden auf den

THP1- bzw. HL60-Zellen binden kann.

A direkte Ko-Kultur B indirekte KoKultur iiber Transwell
THP1, HL60 Transwell-Insert
THP1, HL60 HEK's
HEK's +/- CD137 _._._ !_._ ! _._ !_._ ! —}— IL-8 Expression
+/- CD137 N .
[ XX .: o0 IL-8 Mikroporse
(NN N ::. [ K Expression [ 0000000000 Membran

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Kokultivierung von aktivierten THP1- oder HL60-Zellen mit CD137-
transfizierten HEK- Zellen. (A) THP1- bzw. HL60-Zellen wurden direkt mit CD137-transfizierten HEKs in einem
Well kultiviert. (B) Indirekte Kokultivierung von THP1 bzw. HL60 mit CD137-transfizierten HEKs. THP1- bzw. HL60-
Zellen wurden hier in einem Transwell mit einer mikroporésen Membran kultiviert. Die Membran ist nur
durchlassig fur kleine Molekile, nicht aber fir die Zellen.
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Die indirekte Kokultivierung erfolgte hier mittels Transwell-Inserts, welche mit einer
mikroporésen Membran ausgekleidet sind, durch die lediglich kleine Molekiile, nicht aber die
verwendeten Zellen passen. THP1- oder HL60-Zellen wurden hierfiir mit PMA (100 ng/ml)
Uber 24 h aktiviert. AnschlieBRend wurden die aktivierten Zellen fiir 72 h mit pcDNA- oder
CD137-transfizierten HEK-Zellen direkt oder indirekt kokultiviert. Die IL-8-Detektion im

Uberstand der Zellen erfolgte Mittels ELISA (Abbildung 16).
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Abbildung 16: IL8-Freisetzung von THP1- bzw. HL60-Zellen nach Kokultivierung mit CD137-transfizierten HEK-
Zellen. (A) THP1- oder (B) HL60-Zellen wurden fiir 24 h mit PMA (100 ng/ml) aktiviert und direkt oder indirekt in
Transwells mit pcDNA- oder CD137-transfizierten HEK-Zellen fir 72 h inkubiert. AnschlieRend wurde die IL-8-
Konzentration im Zellliberstand mittels ELISA gemessen. Als Kontrollen wurde sowohl die IL-8-Freisetzung von
HEK-Zellen, als auch von THP1- und HL60-Zellen, welche alleine kultiviert waren, gemessen. (n=2; MW + SD)

Sowohl mit pcDNA- oder CD137-transfizierte HEK-Zellen, als auch unaktivierte THP1- und
HL60- Zellen exprimieren kein IL-8. Durch die Zugabe von PMA lasst sich sowohl bei den THP1-
als auch bei den HL60-Zellen, die IL-8-Freisetzung induzieren. Bei direkter Kokultivierung mit
den HEK-Zellen kommt es jedoch zu keiner Veranderung der IL-8-Produktion im Vergleich zu
den alleinkultivierten aktivierten HL60- oder THP1-Zellen. Des Weiteren gab es nur einen
geringfugigen Unterschied zwischen THP1-/HL60-Zellen, welche mit pcDNA- oder CD137-
transfizierten Zellen kultiviert wurden. Bei indirekter Kokultivierung der Zellen in den
Transwells gab es keinerlei Unterschiede in der IL-8-Produktion bei Kultivierung mit pcDNA-
oder CD137-transfizierten HEKs. Die Zellen der indirekten Kokultur wiesen eine geringfiigig
niedrigere IL-8-Freisetzung auf als die Zellen der direkten Kokultur. Dieser Unterschied war
allerdings marginal (Abbildung 16).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Transfektion der HEK-Zellen mit CD137 keinen
Unterschied auf die IL-8-Produktion der THP1- bzw. HL60-Zellen hatte. Des Weiteren lassen
sich keine Rickschliisse darauf ziehen, ob die IL-8-Freisetzung durch mCD137 oder sCD137
induziert werden kann. Moglicherweise flhrten in der Kokultur weitere Molekile zur
Beeinflussung der Zellen, so dass es zu keiner Verdanderung der IL-8-Freisetzung kam.
AbschlieBend lasst sich feststellen, dass dieses System nicht geeignet ist eine Aussage liber die

Funktion von sCD137 zu treffen.

4.3.2 GESHEDDETES SCD137 BEEINFLUSST PROLIFERATION VON T-ZELLEN

Im vorangegangenen Experiment konnte auf Seiten der APCs keine Veranderung der IL-8-Frei-
setzung nach direkter oder indirekter Kokultur gezeigt werden. Dies kdnnte zum einen daran
liegen, dass durch die Aktivierung der HL60- und THP1-Zellen mit PMA die IL-8-Expression
bereits weitestgehend hochreguliert wurde. Zum anderen kénnte das sich noch im Medium
befindliche PMA eine Auswirkung auf die HEK-Zellen haben.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass nicht nur APCs sondern auch aktivierte
T-Zellen den CD137-Liganden exprimieren (Goodwin et al., 1993; Pollok et al., 1993; Alderson
et al., 1994). Die Auswirkung fiir die Zelle bei Bindung des Liganden ist jedoch bisher nicht
naher untersucht worden. Um einen maoglichen Effekt von gesheddetem sCD137 bei Bindung
seines Liganden auf die T-Zelle zu untersuchen, sollten Uberstiande von CD137-transfizierten

HEK-Zellen auf CD4*und CD8* T-Zellen gegeben und die Proliferation gemessen werden.

Kilrzlich konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Wechselwirkung zwischen
externalisiertem Phosphatidylserin (PS) mit ADAM10 und -17 notwendig ist, damit die
Proteasen ihre Sheddingfunktion aufnehmen kénnen (Sommer et al., 2016; Bleibaum et al.,
2019; Veit et al., 2019). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Externalisierung von
PS durch Scramblasen wie Anoctamin-6 (ANOG6) induziert wird. ANO6 wird mit Hilfe eines
Kalzium-Stimulus wie 10 aktiviert und fiihrt so zu einer schnellen Translokation von PS auf die
externe Seite der Membran, wodurch wiederum ADAM10 und -17 aktiviert werden (Veit et

al., 2018).

Sinje Leitzke, Doktorandin in unserer Arbeitsgruppe, fihrte Transfektionsexperimente mit
einer ANOG6-hyperaktiven Mutante (ANO6H) durch. Diese Mutante ist Gberempfindlich
gegeniber Kalzium, wodurch es zu einer andauernden Scramblaseaktivitdit kommt und

ununterbrochen PS externalisiert wird, was wiederum zu einer anhaltenden ADAM-
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Sheddingaktivitat flihrt. Sie konnte zeigen, dass hyperaktives ANOG6 in HT29- und HEK-Zellen
zu einer massiven Freisetzung von sCD137 fiihrte, ohne dass ein Stimulus notwendig gewesen

ist (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Hyperaktives Anoctamin-6 (ANO6H) fiihrt zum Shedding von CD137 in HT29- und HEK293T-
Zellen. ANO6H- und pcDNA-transfizierte (A) HT29-Zellen oder (B) HEK293T-WT-Zellen wurden 30 min lang mit
lonomycin (10; 1 uM) stimuliert. Die Zellen wurden auf die relative Menge der Sheddingprodukte im Uberstand
im Verhéltnis zur Gesamtmenge CD137 im ELISA analysiert. Die x-fache Verdnderung wurde normiert auf die
mock-Kontrolle. Die Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und des Post-Hoc-Tests nach Holm-Sidak analysiert.
* steht fur einen signifikanten Anstieg in Bezug auf die jeweils unbehandelte Kontrolle. ((A) n=5; (B) n=3; * P <
0,05; MW £ SEM) Die Daten wurden von Sinje Leitzke generiert und zum Verstdndnis des nachfolgenden Versuchs
integriert.

Des Weiteren wurde die mRNA-Expression von CD137 und CD137-Ligand in aktivierten CD4*
und CD8* T-Zellen mittels semiquantitativer RT-PCR nachgewiesen. Nach erfolgter RT-PCR
wurden die Proben auf ein Agarosegel aufgetragen. HPRT1 diente hier als Kontrolle. Sowohl

CDA4* als auch CD8* T-Zellen exprimieren CD137 als auch den CD137-Liganden (Abbildung 18).

CD137

CD137L

HPRT

Abbildung 18: mRNA-Expression von CD137 und CD137-Ligand in CD4* und CD8* T-Zellen. Reprasentative
Agarosegelbilder, die die mRNA-Expression von CD137 und CD137-Ligand (CD137L) in aktivierten CD4* und CD8*
T-Zellen zeigen. Das Housekeeping-Gen HPRT diente als Kontrolle.
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Diese Experimente waren wichtig, da im folgenden Versuch der Effekt von gesheddetem
sCD137 ohne das Transferieren des zuvor gegebenen Stimulus auf die zu behandelnden Zellen
auf CD4* und CD8* T-Zellen untersucht werden sollte. Hierzu wurden zunachst HEK293T-Zellen
mit pcDNA, ANO6H oder CD137/ANOG6H transfiziert. Die Uberstinde wurden nach 24 h
gewechselt und (iber weitere 24 h gesammelt, anschlieBend abgenommen und in neue
Platten, welche eine hohe Affinitdt flir Proteine besitzen, Uberfihrt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min wurden die Uberstdnde abgenommen und CD4* und CD8* T-Zellen

auf die Platten gegeben (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Proliferationsassay. HEK293T-Zellen wurden mit pcDNA,
CD137/ANO6H oder ANOG6H Uber 24 h transfiziert. Das Medium wurde gewechselt, iber 24 h gesammelt und auf
Platten mit einer hohen Affinitat fiir Proteine gecoated. Nach 30 minitiger Inkubationszeit wurde das Medium,
mit noch vermeintlich 16slichem Rezeptor, gewechselt und CD4* bzw. CD8* T-Zellen auf die Platte gegeben. Nach
72 h wurde ein Proliferationsassay der Zellen durchgefiihrt.

<
e

Nach 72 h Inkubation wurde die Proliferation der T-Zellen mit Hilfe eines Luziferase-Assays
bestimmt. Hierbei dient die Messung des Adenosintriphosphats (ATPs) als Indikator fir den
Zellstoffwechsel (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Gesheddetes sCD137 erhoht die Proliferation in CD4* und CD8* T-Zellen. Proliferationsassay von
(A) CD4* und (B) CD8" T-Zellen. HEK293T-Zellen wurden entweder mit pcDNA, CD137/ANO6H oder ANO6H
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurde das Medium gewechselt und lGber weitere 24 h gesammelt. Das
gesammelte Medium wurde auf hochbindende 96-Well-Platten geschichtet, fiir 30 min inkubiert und
anschlieBend abgenommen. CD4* und CD8* T-Zellen wurden auf die Platten gegeben und liber 72 h kultiviert.
Ihre Proliferation wurde gemessen und die x-fache Veranderung im Vergleich zur pcDNA-Kontrolle normiert. Die
Daten wurden mittels One-Way-ANOVA und des Post-Hoc-Tests nach Sidak analysiert. * steht fiir einen
signifikanten Anstieg in Bezug auf die jeweilige mock-Kontrolle, # steht fir eine signifikante Reduktion in Bezug
zur jeweiligen mock-Kontrolle. (n=4; * / # P < 0,05; MW + SEM)

Nach Zugabe der CD4* und CD8* T-Zellen auf die Platten, welche zuvor mit dem Uberstand
von CD137/ANO6H-transfizierten HEK inkubiert wurden, stieg die Proliferation der Zellen
signifikant an im Vergleich zu den Platten, welche mit pcDNA-transfizierten HEK-Uberstinden
vor inkubiert wurden. ANO6H-transfizierte HEK-Uberstiande allein hatten keinen Einfluss auf
die Proliferation der T-Zellen und flihrten zu einer signifikanten Reduktion im Vergleich der

Zellen, welche mit den CD137/ANO6H-Uberstinden inkubiert wurden (Abbildung 20).

Zusammenfassend ladsst sich also sagen, dass gesheddetes sCD137 die Proliferation von
T-Zellen signifikant erhoht. Diese Daten deuten darauf hin, dass gesheddetes sCD137

funktionell aktiv ist, seinen Liganden binden und so eine Zellantwort auslésen kann.

4.4 NACHWEIS VON SCD137 IN SEREN VON AUTOIMMUNERKRANKTEN PATIENTEN

Derzeit gibt es gegensatzliche Studien liber die Menge an sCD137 im Serum von Patienten mit
Autoimmunerkrankungen. So weisen beispielsweise Patienten mit Typ-1-Diabetes einen
deutlich geringeren Serumspiegel und Patienten mit rheumatoider Arthritis einen deutlich

hoheren Gehalt an sCD137 im Serum im Vergleich zu gesunden Menschen auf (Michel et al.,
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1998; Itoh et al., 2019). Aulerdem wird angenommen, dass CD137 in Autoimmun-
erkrankungen wie Psoriasis (Cheuk et al., 2014) und entzlindlichen Darmerkrankungen wie
Morbus Crohn oder Colitits ulcerosa (Maerten et al., 2006) eine Rolle in der negativen
Rickkopplungsregulation der Immunantworten spielt (DeBenedette et al., 1995).

Um zu Uberprifen, ob sCD137 in der Pathophysiologie von Autoimmunkrankheiten wichtig ist
wurden Seren von Patienten mit Psoriasis, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa im ELISA auf ihre
Menge an sCD137 analysiert und mit denen einer gesunden Kontrollgruppe verglichen
(Abbildung 21). Die Proben der Psoriasispatienten wurden von Dr. Sascha Gerdes aus der
Hautklinik bereitgestellt. Die Seren der Morbus Crohn und Colitis ulcerosa Patienten wurden
im Rahmen eines Mini-Proposals des RTG1743 von der AG Bacher, Immunologie, UKSH Kiel,

zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 21: sCD137 in Seren von Patienten mit Psoriasis, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Nachweis von
sCD137 [pg/ml] im Serum von Patienten mit Psoriasis, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Psoriasis (n=14), Morbus Crohn (n=5), Colitis ulcerosa (n=5), Kontrollgruppe (n=13). (ns = nicht
signifikant zur Kontrollgruppe; MW % SD)

Es zeigte sich, dass sich der Mittelwert der Menge an sCD137 in allen Patientengruppen nicht
signifikant von dem der Kontrollgruppe unterscheidet. Es konnte lediglich ein erhohter Wert
bei einem Psoriasispatienten detektiert werden. Dies kénnte allerdings auch daran liegen,
dass der Patient ebenfalls an rheumatoider Arthritis leidet, wie sich spater herausstellte. Fir

rheumatoide Arthritis ist es bereits beschrieben, dass Patienten erhhte sCD137-Level im
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Serum haben. Dass sich die Werte aller Patienten nicht von denen der Kontrollgruppe
unterscheiden, konnte auch stark damit zusammenhangen, dass alle unter Medikation

stehen, wodurch eine eventuelle Immunreaktion verhindert wird (Abbildung 21).
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5 DISKUSSION

Humanes CD137 als ein Mitglied der TNFR-Superfamilie und sein Ligand CD137L werden beide
auf Immunzellen und Tumorzellen exprimiert. Bei Bindung der beiden wird eine bidirektionale
Signalweiterleitung in die jeweilige Zelle vermittelt und so eine Immunreaktion ausgelost, die
zu Aktivierung, Proliferation und Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen fihrt.
Erhohte Serumspiegel von l6slichem CD137 (sCD137) wurden in Patienten mit Autoimmun-
erkrankungen wie z.B. rheumatoider Arthritis detektiert. Zwar sind derzeit zwei agonistische
CD137-Antikorper, Urelumab und Utomilumab, gegen Tumorerkrankungen im Einsatz
(Chester et al., 2018), jedoch gibt es noch keine CD137-Antikorpertherapie fiir Autoimmun-
erkrankungen. Auf dieser Grundlage ist es von besonderer Bedeutung den Mechanismus
hinter der Freisetzung von CD137 aufzuklaren und zu verstehen wie sCD137 die Immun-
antwort von Zellen aber auch AK-basierter Therapien beeinflussen kénnten. Bislang ging man
davon aus, dass es sich bei sCD137 um eine Splicing-Variante handelt. Da jedoch zahlreiche
andere Mitglieder der TNFR-Superfamilie durch Sheddasen, vorzugsweise ADAM10 und
ADAM17, freigesetzt werden, lag die Vermutung nahe, dass sie auch an der Freisetzung des

sCD137 beteiligt sein kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass nicht nur ADAM10, sondern auch ADAM17 an
der Freisetzung von CD137 in transfizierten Zelllinien und in primaren T-Zellen verantwortlich
sind. Der Einsatz von ADAM10- und -17-Inhibitoren zeigte eine Verringerung von sCD137 in
den Kulturiberstanden der Zellen, bei gleichzeitiger Akkumulation von CD137 auf der Zell-

oberflache.

AuRerdem fiihrte sCD137, welches aus Uberstinden von Zellen gewonnen wurde, die mit
hyperaktivem Anoctamin-6 und CD137 transfiziert wurden, zu einer erhdhten T-Zell-
Proliferation, was darauf schlieBen lasst, dass gesheddetes sCD137 funktionell aktiv ist und

seinen Liganden immer noch binden kann.

5.1 ADAM110 ALS HAUPTSHEDDASE VON CD137

Die TNFR-Superfamilie nimmt in der Funktionsweise des Immunsystems eine zentrale Rolle
ein. Viele bekannte Mitglieder kommen hier nicht nur als membranverankerte Rezeptoren
vor, sondern auch in l6slicher Form. Die loslichen Rezeptoren werden zum einen durch
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alternatives Splicing generiert oder durch das Abspalten der membranverankerten
Rezeptoren durch Sheddasen (Hehlgans und Pfeffer, 2005; Remouchamps et al., 2011).
ADAMZ17 gilt als Hauptsheddase der TNFR-Superfamilie, da es an der Freisetzung vieler bislang
bekannter Mitglieder beteiligt ist. Hierzu zahlen u.a. CD40, p75TNFR oder CD27 (Contin et al.,
2003; Weskamp et al., 2004; Pupovac und Sluyter, 2016).

So wurden erhdhte Serumlevel von |6slichem CD27 (sCD27) in Patienten mit rheumatoider
Arthritis gefunden, aber auch bei Lymphom- und Leukdamiepatienten (Van Oers et al., 1993;
Lens et al., 1998). Des Weiteren ist bislang bekannt, dass sCD27 malgeblich an der Aktivierung
und Proliferation von T-Zellen beteiligt ist und somit eine entscheidende Rolle in der Immun-
antwort einnimmt (Huang et al., 2013). Wie auch CD27, kommt CD137 sowohl als membran-
standige als auch l6sliche Form vor. Erhéhte Serumspiegel von sCD137 wurden ebenfalls bei
Patienten mit Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoider Arthritis, detektiert. Hier ging man
bislang allerdings davon aus, dass es sich um ein Produkt alternativen Splicings handelt (Michel
et al., 1998). Aufgrund der groRBen Ahnlichkeit zwischen CD27 und CD137 lag die Vermutung
nahe, dass sCD137 nicht nur ein Produkt alternativen Splicings sein kdnnte, sondern ebenfalls

durch proteolytische Freisetzung durch eine Metalloprotease generiert werden kénnte.

Um eine Beteiligung einer Metalloprotease und deren Anteil an der Freisetzung von sCD137
zu Uberprifen, wurden transfizierte HT29-Zellen mit dem Breitband-Metalloprotease-
Inhibitor Marimastat (MM), einem praferenziellen ADAM10-Inhibitor Gl oder GW, einem
ADAM10- und -17-Inhibitor behandelt. Gl zeigte hierbei einen starkeren inhibitorischen Effekt
als GW, jedoch zeigte MM den starksten Effekt auf die CD137-Freisetzung. Die Stimulation in
den HT29-Zellen mit lonomycin oder Melittin, welche ADAM10 und -17 aktivieren kénnen,
erhohte die Freisetzung von CD137 im Vergleich zur konstitutiven Freisetzung. Somit konnte
gezeigt werden, dass die CD137-Freisetzung Metalloprotease-abhangig ist und ADAM10

vermutlich die Hauptsheddase von CD137 in HT29 darstellt.

Dieser Hinweis sollte durch die Verwendung von ADAM10/ADAM17-defizienten HEK293T-
Zellen (dKO) im Vergleich zum HEK293T Wildtyp (WT) Uberprift werden. Beide Zelllinien
wurden ebenfalls wieder mit den Inhibitoren und Stimulanzien behandelt. Auch hier zeigte
sich der inhibitorische Effekt, wobei MM und GW zu der starksten Inhibition fihrten. In den
HEK WT-Zellen konnten sogar alle drei Aktivatoren das Shedding stimulieren. PMA weist hier
zusatzlich auf eine Beteiligung von ADAM17 hin. Das konstitutiv sehr niedrige Shedding in den
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unbehandelten dKO lieB sich weder durch Zugabe der Inhibitoren noch der Aktivatoren
beeinflussen.

Diese Ergebnisse zeigten, dass ADAM10 und/oder ADAM17 malRgeblich am Shedding von
CD137 beteiligt sind. Da jedoch Inhibitoren und Aktivatoren nicht zu 100 % spezifisch sind
(Hundhausen et al., 2003; Ludwig et al., 2005) wurden Experimente, in denen entweder
ADAM10 oder ADAM17 in HEK dKO retransfiziert wurden, durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass
sowohl ADAM10 als auch ADAM17 in der Lage sind CD137 zu shedden. Bei der Freisetzung
anderer Substrate sind diese kompensatorischen Mechanismen der beiden Proteasen bei
Defizienz der jeweils anderen bereits bekannt. Je nach Zelltyp und Stimulus kann ein Substrat
entweder durch ADAM10 oder ADAM17 gesheddet werden. So ist ADAM17 unter normalen
Bedingungen die Hauptsheddase von TGF-a. Fehlt ADAM17 allerdings, wird TGF-a durch den
kompensatorischen Mechanismus durch ADAM10 freigesetzt (Le Gall et al., 2009; Garbers et
al., 2011).

Wieso in HT29 allerdings groRtenteils nur ADAM10 eine Rolle spielt, ist bislang nicht klar.
Denkbar ware, dass weniger ADAM17 in diesen Zellen vorhanden ist. Daflir spricht, dass
bereits flr einige andere Zelltypen beschrieben wurde, dass ADAM10 starker als ADAM17
exprimiert wird (Ebsen et al., 2013). Dies lieRe sich z.B. mittels spezifischem Antikérper gegen
ADAM10 und -17 im Western Blot oder mittels Durchflusszytometrie bestimmen. Eventuell
konnte aber auch die ADAM17-Sheddingaktivitat durch das Vorhandensein anderer Substrate
in den HT29 voll ausgelastet sein. Auch die Anordnung der Sheddasen und des Rezeptors in
der Zellmembran kénnte eine Rolle spielen. So kdnnten Nanodomaéanen in der Zellmembran
verschiedener Zellen unterschiedlich zusammengesetzt sein und sich so die unterschiedliche

ADAM-Aktivierung erklaren (Reiss und Bhakdi, 2017).

Die bisherigen Untersuchungen von sCD137 gingen alle davon aus, dass es sich hierbei um
eine Splicing-Variante handelt, welche von aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Pollok et al.,
1993; Alderson et al., 1994; Hurtado et al., 1995;). In den vorangegangenen Experimenten
konnte gezeigt werden, dass in CD137-tansfizierten Zellen ADAM10 und -17 maRgeblich an
der Freisetzung beteiligt sind und es sich nicht ausschlieRlich um eine Splicing-Variante
handelt. Nun stellte sich jedoch die Frage, ob dies auch in Zellen der Fall ist, welche CD137
endogen exprimieren. Hierflir wurden CD4* und CD8* T-Zellen untersucht und ebenfalls mit

den Inhibitoren behandelt. Hier kam es ebenfalls zur Inhibition des CD137-Sheddings durch
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alle drei Inhibitoren. Zusatzlich zeigten die FACS-Analysen, dass CD137 auf der Oberfldche der
T-Zellen nach Zugabe von MM, GI, und GW starker akkumulierte als bei den unbehandelten
Zellen. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CD137 durch die

Sheddingaktivitat von ADAM10 und -17 in humanen Zellen freigesetzt werden kann.

In murinen Zellen haben Taraban et al., 2002, ein ahnliches Indiz geliefert. Sie zeigten mittels
eines Breitband-Metalloprotease-Inhibitors, dass CD137 auf der Oberflache muriner T-Zellen
akkumulierte. Allerdings konnte diese Erkenntnis nicht direkt auf den Menschen lbertragen
werden, da das menschliche Immunsystem deutlich spezifischer als das der Maus ist (Zschaler
et al.,, 2014). Es hatte also durchaus sein kdnnen, dass in humanen Zellen ein anderer
Mechanismus an der CD137-Freisetzung beteiligt gewesen ware. All die vorangegangenen
Ergebnisse beweisen aber, dass sCD137 in den Uberstidnden transfizierter Zellen und humaner
primarer Lymphozyten auch auf die Sheddingaktivitdit von ADAM10 und ADAM17 zuriick-
zufuhren ist. Bislang fehlen allerdings Untersuchungen, die die relative Menge an

gesheddetem und gespleiitem sCD137 miteinander vergleichen.

Alle derzeit veroffentlichten Untersuchungen von sCD137 beziehen sich bei ihrer Aussage,
dass es sich bei sCD137 um eine Splicing-Variante handelt, auf Michel et al., 1998. Hier wurde
jedoch nie gezeigt, dass ein erhdhtes sCD137-Level im Uberstand der Zellen mit einem
erhohten mRNA-Level der Splicing-Varianten korreliert. Deswegen besteht die Moglichkeit,
dass die auf Proteinebene gemessenen Werte an sCD137 nicht nur durch Splicing, sondern
auch durch Shedding zustande gekommen sind. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass
nur, weil die mRNA fiir den |6slichen Rezeptor in der Zelle vorhanden ist, dies nicht
unmittelbar bedeutet, dass er synthetisiert wird. So zeigten Versuche mit dem IL-5- und dem
MPL-Rezeptor hohe mRNA-Level fir die I6slichen Formen. Auf Proteinebene konnte jedoch

kein loslicher Rezeptor nachgewiesen werden (Devos et al., 1993; Skoda et al., 1993).

Einige Rezeptoren werden aber sowohl durch Splicing als auch durch Shedding produziert. Das
Shedding des membranstandigen CD137 durch ADAM10/17 konnte als regulatorisches
Element dienen, da die Menge an Oberflachenrezeptor abnimmt und die Signalfahigkeit der
Zelle verringert wird. Dies konnte bereits flir das TNFR-Superfamilienmitglied CD40 gezeigt

werden (Contin et al., 2003).
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5.2 POTENTIELLE BEDEUTUNG DES SHEDDINGS FUR DIE CD137/CD137-LIGANDEN-

INTERAKTION

Die Abspaltung von Rezeptoren von der Zelloberflache wird als wichtiger Mechanismus
angesehen, Uber den die Zelle Signale, welche durch den membrangebunden Rezeptor
vermittelt wurden, verstarken oder blockieren kann (Choi und Kim, 2005; Cartier et al., 2010;
Anderson et al., 2013). So wirkt z.B. l16slicher TNFR1 inhibierend bei Ligandenbindung (Van Zee
et al., 1992), wahrend l6slicher IL-6-Rezeptor agonistisch wirkt und Entziindungsreaktionen

verstarkt (Hirano, 1998).

Derzeit wird davon ausgegangen, dass die Splicing-Varianten des sCD137 an ihren Liganden
binden kdnnen und in aktivierten Splenozyten die IL-10- und IL-12-Sekretion blockieren (Shao
et al., 2008). Das von Shao et al.,, 2008, fiur die Untersuchungen der sCD137-Funktion
verwendete rekombinante Peptid ist durch Vorhandensein des N-Terminus nicht nur mit den
beiden Splicing-Varianten, sondern auch mit der Shedding-Variante identisch, wodurch keine

Differenzierung der verschiedenen Varianten stattfinden kann.

In Mdusen konnte gezeigt werden, dass viele Tumore unter hypoxischen Bedingungen in der
Lage sind sCD137 zu exprimieren mit minimaler bis gar keiner mCD137-Expression (Labiano et
al., 2016). Es wird vermutet, dass sCD137 direkt oder indirekt die Aktivierung der Antigen-
prasentierenden Zellen hemmt und so mCD137 antagonisiert. sCD137 kdnnte die Interaktion
des mCD137 mit seinem mCD137-Liganden auf zwei unterschiedliche Wege stéren. Zum
einem konnte sCD137 durch direkte Bindung an den mCD137-Liganden die Interaktion mit
mCD137 blockieren (Abbildung 22). Dieser Mechanismus ist bereits fiir andere TNF-Rezep-
toren demonstriert worden (Chan et al., 2000). AuBerdem konnte fiir murines sCD137 bereits
gezeigt werden, dass es Trimere bildet. So kdnnte das Konkurrieren mit mCD137 um die
Bindung moglich und wahrscheinlich sein (Shao et al., 2008). Bislang ist aber noch nicht
geklart, ob bei Bindung des sCD137 an den Liganden trotzdem eine Signalweiterleitung durch
den Liganden vermittelt werden kdnnte. Zum anderen kdnnte es sich in ein mCD137-Trimer
einfiigen und durch die nicht mehr mogliche Trimerisierung des mCD137 die Signalweiter-
leitung des Rezeptors storen. Auf diese Weise konnten sCD137-produzierende T-Zellen ihre
eigene Stimulation regulieren (Luu et al., 2020; Abbildung 22). Dieser mogliche Mechanismus

wurde so jedoch noch nicht fiir sCD137 demonstriert.
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Bei der Bindung von mCD137 an seinen Liganden wird iber die bidirektionale Signaliber-
tragung auch ein Signal in die Liganden-exprimierende Zelle vermittelt (Dharmadhikari et al.,
2016). Fir monozytare Zellen, wie die THP1-Zellen, welche den CD137-Liganden exprimieren,
konnte gezeigt werden, dass die IL-8-Produktion bei Bindung des Rezeptors gesteigert wird

(Moh et al., 2013).

Es stellte sich also die Frage, ob sCD137 als Sheddingprodukt bei Bindung an seinen Liganden
nicht trotzdem eine Signalweiterleitung in die Liganden-exprimierende Zelle vermitteln
konnte und ahnlich funktionell aktiv ist wie andere |6sliche TNF-Rezeptoren (Aderka et al.,
1992; Higuchi und Aggarwal, 1992). Fir diese Arbeit wurden deshalb aktivierte THP1- und
HL60-Zellen ausgewdhlt und mit CD137-transfizierten HEK-Zellen direkt oder indirekt
kultiviert. Die IL-8-Konzentrationen in den Zelliiberstanden zeigten allerdings kaum Unter-
schiede. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die HEK-Zellen noch weitere Proteine
exprimieren, welche ebenfalls die IL-8-Produktion erhéhen. Am wahrscheinlichsten ist jedoch,
dass die Aktivierung der Zellen mit PMA die IL-8-Konzentration beeinflusst hat. Dies wurde

bereits fur einige Zellen beschrieben (Smyth et al., 1991; Wilmer und Luster, 1995).

Fiir weitere Untersuchungen wurde also ein System benétigt, bei dem gesheddetes sCD137 in
Zelliiberstanden vorhanden ist, aber keine externen Stimulanzien. Wie vorherige Versuche aus
unserer Arbeitsgruppe zeigten, wird vermehrt CD137 von der Zelloberflache gesheddet, wenn
diese zusatzlich mit der hyperaktiven Scramblase ANOG6 transfiziert wurden. So konnten
Kulturmedien produziert werden, welche angereichertes gesheddetes sCD137, aber keinen
externen Stimulus wie PMA beinhalteten. Da auch aktivierte T-Zellen den CD137-Liganden
exprimieren (Goodwin et al., 1993; Pollok et al., 1993; Alderson et al., 1994) wurde in dieser
Arbeit die Auswirkung von gesheddetem sCD137 auf die T-Zellen untersucht. Diese wurden
mit dem sCD137-angereichten Medium behandelt und zeigten danach eine erhdhte
Proliferation im Vergleich zu den Kontrollzellen. Diese Daten deuten darauf hin, dass
gesheddetes sCD137 an seinen Liganden binden und (iber seine funktionelle Aktivitat eine

Zellantwort auslosen kann.

Diese Erkenntnisse stehen allerdings im Gegensatz zu bereits veroffentlichten Unter-
suchungen. Eun et al. zeigten 2015, dass immobilisiertes sCD137 die T-Zell-Aktivitat reduziert.
Diese Beobachtungen wurden allerdings nur in murinen T-Zellen gemacht. AuRerdem wurden

die Zellen nur mit CD3-Antikdrper in geringer Konzentration von 0,1 pug aktiviert. Bei
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Aktivierung der Zellen mit CD3-/CD28-Antikorpern zeigte sich dieser Effekt weniger stark.
Diese Ergebnisse lassen sich schlecht mit denen in dieser Arbeit vergleichen, da sich die
Immunsysteme von Mensch und Maus wie bereits erwdhnt deutlich unterscheiden (Zschaler
et al., 2014). AuBerdem liefert der CD3-Antikorper zwar ein Aktivierungssignal fur die Zelle
(Kay, 1991), die Proliferation hangt jedoch von dem kostimulierenden Signal ab, welches
normalerweise durch anti-CD28 ausgeldst wird (Frauwirth und Thompson, 2002). Es konnte
also durchaus sein, dass die Zellen bei einfacher Aktivierung durch anti-CD3 anders agieren,
als in dieser Arbeit gezeigt. AuBerdem wurde in der vorliegenden Arbeit kein immobilisiertes

CD137 verwendet.

Bereits 1996 berichteten Schwarz et al., dass murines immobilisiertes CD137 die Proliferation
von murinen PBMCs reduziert. Auch hier ist ein Vergleich zu den vorliegenden Daten schwer,
da hier differenzierte Populationen von CD4* und CD8* T-Zellen verwendet wurden. Schwarz
et al. hingegen verwendeten fiir ihre Untersuchungen die Gesamtheit der PBMCs. Sie
beinhalteten also nicht nur T-Zellen, sondern u.a. auch B- und NK-Zellen. Des Weiteren fanden
sie heraus, dass die Proliferation der PBMCs bei Zugabe von mobilisiertem sCD137 nicht
verringert war. Die Proliferation der Zellen befand sich sogar knapp lber dem Level der

Kontrollgruppe (Schwarz et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferation der T-Zellen anhand des zelluldaren ATP-
Gehalts gemessen. Dieser wird zwar standardmaRig verwendet, um einen Riickschluss auf die
T-Zellzahl zu ziehen (Ishizaka et al., 1984; Crouch et al., 1993; Petty et al., 1995), allerdings
konnte der ATP-Anstieg der Zelle auch auf eine gesteigerte mitochondriale Funktion zurlick-
zuflihren sein (Brookes et al., 2004). Des Weiteren wurden die Zellen bereits 72 h nach
Aktivierung auf ihre Proliferation gemessen. Zu diesem Zeitpunkt fangen T-Zellen in der Regel
erst an zu Proliferieren (Lafuente et al., 2003). Ein Messen der Zellen nach einem langeren
Zeitraum, beispielweise nach 96 h, konnte die hier detektierten Unterschiede wohlmdglich
noch starker zur Geltung bringen. Um zusatzlich Klarheit dariiber zu bekommen, dass es sich
hier wirklich um eine T-Zell-Proliferation handelt, sollten weitere Versuche wie z.B. Zellzahl-

bestimmung mittels Trypanblau oder Durchflusszytometrie folgen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein groRer Teil von sCD137 in Uberstinden
humaner Zellen auf ADAM10/17-vermittelte Freisetzung zuriickzufiihren ist. AuBerdem fuhrt
gesheddetes sCD137 zu einer erhdhten Proliferation von T-Zellen. Der genaue Mechanismus
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ist bislang aber immer noch ungeklart. So kénnte es sein, dass gesheddetes sCD137 an den
membranstandigen Liganden bindet und so trotzdem eine Signalantwort in die Liganden-
bindende Zelle auslost (Abbildung 22B). Denkbar wéare es auch, dass sich ein sCD137-
Monomer in ein mCD137-Trimer einfligt und dieser Rezeptorkomplex so die Moéglichkeit hat,

trotzdem an seinen Liganden zu binden und Signale zu vermitteln (Abbildung 22C).

Derzeit ist bekannt, dass sCD137-Ligand von der Zelloberflache durch eine Matrix-Metallo-
protease freigesetzt werden kann und so auch in I6slicher Form vorkommt (Salih et al., 2001).
Durch das Vorhandensein von CD137 und des CD137-Liganden auf T-Zellen ware es denkbar,
dass es zu einer autokrinen Signalaktivierung kommen kénnte. Autokrine Signalaktivierung
bedeutet, dass ein Ligand von einer Zelle freigesetzt wird und an den Rezeptor derselben Zelle
binden kann. Dies wurde so bereits flir EGFR und seinen Liganden HB-EGF beschrieben
(Prenzel et al., 2000; Singh und Harris, 2005). Autokrine Signalaktivierung spielt eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der Zellfunktion. Jedoch ist bislang nicht bekannt, ob
sich die Zellantwort bei autokriner Aktivierung von Signalen, welche durch exogene oder
parakrine Prasentation der Liganden vermittelt wird, unterscheidet (Massague und Pandiella,
1993; Maheshwari et al., 2001).
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der moglichen Wirkmechanismen von sCD137. (A) Der trimerisierte
Rezeptor bindet an den trimerisierten Liganden und fuhrt zur bidirektionalen Signallbertragung. (B) Ein sCD137-
Monomer konkurriert mit einem mCD137-Trimer um eine Bindung an den CD137-Liganden. (C) Ein sCD137-
Monomer flgt sich in ein mCD137-Trimer ein. (D) sCD137 bindet an sCD137-Liganden und fuhrt iber Trans-
Signaling zur Aktivierung eines membranstdndigen Rezeptors. (E) sCD137 und sCD137-Ligand binden
aneinander. Keiner der beiden kann an den membrangebundenen Gegenspieler binden und es kommt zur
Signalblockierung. (Modifiziert nach Luu et al., 2020)
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Es konnte ebenfalls durch Bindung des sCD137 mit sCD137-Ligand auch zu einem sogenannten
Trans-Signaling kommen. Dieser Prozess wurde bislang nur fir den l6slichen IL-6-Rezeptor
beschrieben. Loslicher IL-6-Rezeptor bindet seinen |6slichen Liganden und interagiert mit
gp130, einem membrangebunden Glykoprotein. Die Interaktion des l6slichen Rezeptor/
Liganden-Paares mit gp130 fuhrt schlussendlich zur Signalaktivierung und -weiterleitung (Taga
et al., 1989; Hibi et al., 1990; Rose-John, 2012;). Dieser Prozess wére fur CD137 auch denkbar,
da sowohl CD137 als auch sein Ligand in l16slicher Form vorliegen kénnen. Des Weiteren wurde
beschrieben, dass TNFRI als Korezeptor fiir den CD137-Liganden wirkt und so der TNFRI-
Signalweg aktiviert wird (Moh et al., 2013). Die Bindung des loslichen Rezeptor/Liganden-
Paares kdnnte als parakriner Faktor wirken und lGber andere Proteine oder Rezeptoren wie

z.B. TNFRI zur Signalaktivierung fiihren (Abbildung 22D).

Unabhangig vom Trans-Signaling ware es auch denkbar, dass entweder sCD137 oder sCD137-
Ligand seinen loslichen Gegenspieler abfangt und so eine inhibierende Wirkung hat. Der
abgefangene l6sliche Partner kdnnte nicht mehr an den membranstandigen Rezeptor oder
Ligand binden und eine Signalweiterleitung wird blockiert (Abbildung 22E). Dies konnte
bereits flr einige Rezeptor/Liganden-Paare gezeigt werden. So bindet l6sliches TNFRI an
TNFa, wodurch TNFa nicht mehr an den membranstandigen Rezeptor binden kann und eine

zu starke Signalweiterleitung unterbunden wird.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sCD137 durch ADAM10 und -17 freigesetzt
wird und nicht nur durch alternatives Splicing. Des Weiteren fuhrt durch Shedding freige-
setztes sCD137 in zu einer erhdhten Proliferation in T-Zellen. Uber welchen Wirkmechanismus

dies jedoch vonstattengeht bleibt weiterhin ungeklart (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Signaliibertragung des CD137/CD137-Liganden-Systems. CD137
wird von ADAM10 und -17 durch proteolytisches Shedding von der Zelloberflache freigesetzt und fihrt durch
Bindung an den membranstandigen Liganden zur Zellproliferation (modifiziert nach Dharmadhikari et al., 2016).

5.3 KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED VON SCD137 IN SEREN VON AUTOIMMUN-

ERKRANKTEN PATIENTEN

sCD137 wurde erstmals 1998 in Seren von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA)
nachgewiesen. Die sCD137-Spiegel der RA-Patienten waren im Vergleich zu gesunden
Kontrollen signifikant erh6ht. Dieser Zustand ist vermutlich auf eine Lymphozytenaktivierung
zurlickzufiihren (Michel et al., 1998). Daraufhin folgten weitere Studien bei Maus und Mensch,
die ebenfalls erhohte sCD137-Serum-Level bei Patienten mit anderen Autoimmun-
erkrankungen, wie z.B. systemischer Lupus erythematodes oder Multipler Sklerose (MS)
(Sharief, 2002; Shao et al., 2008;). Man geht bislang davon aus, dass sCD137 als negativer
Rickkopplungsmechanismus fungiert. Durch Bindung an seinen membranstandigen Liganden
wird vermeintlich die Wechselwirkung zwischen mCD137 und mCD137-Ligand unterbunden
und so eine erhohte T-Zell-Aktivierung verhindert (Hurtado et al., 1995; Michel und Schwarz,
2000).

Regulatorische T-Zellen (Tregs) gelten als Hauptquelle fiir sCD137 (Schoenbrunn et al., 2012),
wahrend CD4* und CD8* T-Zellen als Hauptquelle fir mCD137 gelten (Itoh et al., 2019). Unter
normalen physiologischen Bedingungen konkurrieren mCD137 und sCD137 gleichermalien
um den Liganden. In Autoimmunerkrankungen hingegen kommt es zu einem Expandieren von

CD4* und CD8* T-Zellen und somit zu mehr mCD137, welches an den Liganden binden kann.
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Insgesamt kann die gleichbleibende Produktion von sCD137 der verstarkten mCD137-
Expression nicht entgegenwirken und ist weiterhin 16slich in z.B. Seren detektierbar. Eventuell
wird auch versucht durch verstarkte sCD137-Expression der erhdhten Immunreaktion
entgegenzuwirken (Wong und Schwarz, 2020), wodurch die erhéhten sCD137-Level in Auto-
immunpatienten erklarbar sind. Es gibt also starke Hinweise darauf, dass eher die verstarkte
CD137/CD137-Ligand-Wechselwirkung an Entziindungen beteiligt ist, statt sCD137 (Drenkard
et al., 2007; Olofsson et al., 2008). So konnte beispielsweise in verschiedenen Mausmodellen
die schwere der Autoimmunerkrankungen in Abwesenheit der CD137/CD137-Ligand-
Wechselwirkung reduziert werden (Seo et al., 2004; Haga et al., 2009; Olofsson et al., 2008;).

Ebenso spielen ADAM10 und -17 in Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle. Sie werden
in allen Zellen mit einer Vielzahl von Substraten exprimiert. Eine Dysregulation ihrer Aktivitat
flihrt haufig zu pathophysiologischen Veranderungen und Krankheiten (Smith et al., 2020). So
ist die Hochregulierung von ADAM10 und die Freisetzung seines Substrats CXCL16 malgeblich
an entziindungsférdernden Prozessen in RA-Patienten beteiligt (Voort et al., 2005). Genauso
zeigte sich in RA-Patienten eine erhéhte ADAM17-Aktivitat (Ohta et al., 2001). Eine Studie in
Psoriasis-Patienten zeigte erhéhte ADAM10-Level in Keratinozyten psoriatischer Lasionen (Oh
et al., 2008), ebenso wie erhohte ADAM17-Level (Kawaguchi et al., 2005). In Morbus Crohn
Patienten wurde wahrend der aktiven Phase der Entziindung eine Hochregulierung von

ADAMZ17 in den intestinal epithelialen Zellen detektiert (Cesaro et al., 2009).

Auch CD137 steht in Verbindung mit diesen Autoimmunerkrankungen. So konnte in Psoriasis-
Patienten eine erhéhte Expression von CD137 innerhalb der Psoriasis-Lasionen gefunden
werden (Swindell et al., 2014; Dehnavi et al., 2021). Ebenfalls wurden erhéhte CD137-Werte
in entziindetem Darmgewebe von Colitis ulcerosa (UC) und Morbus Crohn (CD) Patienten
gefunden (Maerten et al., 2006). Obwohl es also starke Hinweise gibt, dass CD137 auch eine
Rolle in diesen Autoimmunerkrankungen spielt, musste die Korrelation zu sCD137 noch

untersucht werden.

Dazu wurden in dieser Arbeit die Seren von Patienten mit Psoriasis, UC und CD auf ihr sCD137-
Level im Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht. Jedoch konnte kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle detektiert werden. Dies kdnnte zum einen daran liegen, dass sich
auch einige AusreilRer nach oben in der Kontrollgruppe befinden, da hier auch niemals ganz
ausgeschlossen werden kann, dass doch eine Vorerkrankung vorliegt. Des Weiteren stellte
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sich im Nachhinein heraus, dass alle untersuchten Patienten bereits unter systemischer
Therapie standen. Es ware also nochmals von Interesse die Seren von unbehandelten

Patienten zu messen, um ein aussagekraftigeres Ergebnis zu bekommen.

Wenn der genaue Mechanismus hinter der CD137-/CD137-Liganden-Wechselwirkung und der
Freisetzung von sCD137 geklart und verstanden ist, konnten anti-CD137-Antikérper zur
therapeutischen Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie RA oder SLE eingesetzt
werden. Aullerdem konnte der sCD137-Spiegel im Blut als Marker fiir bestimmte

Erkrankungen eingesetzt werden.

Hohe Level an sCD137 konnten aulRerdem in vielen Tumoren gefunden werden (Furtner et al.,
2005; Dimberg et al., 2006). Man geht davon aus, dass Tumore sCD137 freisetzen, um die
CD137/CD137-Liganden-Interaktion zu stéren und so die kostimulierenden Signale zu
blockieren (Labiano et al., 2016). Es konnte bisher gezeigt werden, dass es bei Verabreichung
eines agonistischen CD137-Antikdrpers zur Immunreaktion gegen Tumore kommt (Shuford et
al., 1997; Blazar et al., 2001). Derzeit befinden sich zwei agonistische Antikorper in klinischen
Studien als mégliche Therapie gegen Tumore (Chester et al., 2018). Uberraschenderweise
zeigten Studien an Mausen, welche an Enzephalomyelitis oder systemischer Lupus
erythematodes leiden, dass die Gabe eines agonistischen CD137-Antikorpers, die Entwicklung
und schwere der Erkrankungen vermindert werden konnte (Sun et al., 2002; Foell et al., 2004).
Es wird angenommen, dass die Wirkung auf die Aktivierung der T-Zellen bei gleichzeitiger
Blockierung der Ligandenbindung zurlickzufiihren ist. Hierdurch wird das Ausschiitten pro-
inflammatorischer Zytokine unterbunden, die T-Zell-Aktivierung bleibt jedoch davon
unbeeintrachtigt (Dharmadhikari et al., 2016). Jedoch bleibt bislang ungeldst, weshalb
agonistische CD137-Antikorper keine immun-hemmende Wirkung bei der Tumortherapie
haben und weshalb sie die Immunaktivitat in Autoimmunerkrankungen nicht verstarken.

Eventuell kdnnte es ein Problem darstellen, dass der agonistische Antikérper sCD137 abfangt.

Dain dieser Arbeit gezeigt wurde, dass die sCD137-Freisetzung durch ADAM10 und -17 initiiert
wird, konnte ein weiterer therapeutischer Ansatz weniger auf der Aktivierung oder
Blockierung des CD137-/CD137-Ligandenpaares, sondern vielmehr auf Aktivierungs-

mechanismen der ADAMs liegen.
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5.4 AUSBLICK

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sCD137 in humanen Zellen durch ADAM10 und -17
freigesetzt wird. Der genaue Anteil an Splicing-Varianten und an durch ADAMs freigesetztem
sCD137 wurde bisher nicht ermittelt. Dies konnte mit Hilfe der in dieser Arbeit verwendeten
Inhibitoren und Messungen der mRNA mittels RT-gPCR untersucht werden. Mogliche
Strukturunterschiede der verschiedenen sCD137-Varianten konnten mit massenspektro-

metrischen Analysen mittels TOF-MS detektiert werden.

Des Weiteren konnten Untersuchungen zur genaueren Wirkungsweise von gesheddetem
sCD137 folgen. So ist bislang immer noch unklar, ob sCD137 direkt mit dem Liganden
interagiert oder sich in ein mCD137-Trimer einbaut. AuBerdem ist die Rolle des sCD137-
Liganden im Wechselspiel mit dem mCD137 oder sCD137 noch nicht untersucht worden und

konnte ein weiterer therapeutischer Ansatz sein.

Sowohl ADAM10 als auch ADAM17 zeigen ein verstarktes Auftreten in Tumoren und
entzindlichen Erkrankungen. Hier konnte ebenfalls eine mogliche Korrelation mit der
Haufung von sCD137 zu beobachten sein. Unter welchen Umstanden die Regulation und
Aktivierung der Proteasen und die damit verbundene CD137-Substratfreisetzung erhéht wird
muss in weiteren Untersuchungen genauer analysiert werden. Da bisher nur davon
ausgegangen wurde, dass es sich bei sCD137 um eine Splicing-Variante handelt, bietet die
Erkenntnis, dass ADAM10- und -17 an der Freisetzung mit involviert sind, ein erweitertes
Verstandnis der Regulation und einen Ausgangspunkt um die vielfaltigen Funktionen besser

zu verstehen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

CD137, ein Mitglied der TNFR-Familie, wird vor allem auf aktivierten T-Zellen exprimiert. Die
Rezeptoraktivierung wird durch die Bindung seines Liganden, CD137-Ligand, welcher
vorwiegend auf Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) vorkommt, initiiert. Sowohl der
Rezeptor als auch der Ligand kommen in membranstandiger als auch 16slicher Form vor. Die
Aktivierung des membranstandigen Rezeptors fiihrt u.a. zu Proliferation und Aktivierung der
T-Zelle. Durch bidirektionale Signallibertragung kommt es auch zu einer Signalweiterleitung
durch den membranstdandigen CD137-Ligand in die APCs. Eine erhohte Expression von CD137
wurde in Zellen von Patienten mit Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn oder
Psoriasis, detektiert. AuRerdem wurden erhéhte Level an |6slichem CD137 (sCD137) in Seren
von Patienten mit rheumatoider Arthritis oder Multipler Sklerose nachgewiesen. Bislang ging
man davon aus, dass es sich bei sCD137 um eine Splicing-Variante handelt. ADAM10 und
ADAM17, als bekannteste Vertreter der a disintegrin and metalloproteases (ADAMs)
Proteasen-Familie, spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in vielen Autoimmunerkrankungen.
So gibt es oftmals eine Korrelation zwischen einer erhohten ADAM-Aktivierung und der

Schwere der Erkrankung.

Da ebenfalls viele Rezeptoren der TNFR-Familie durch Metalloproteasen freigesetzt werden,
sollte im Rahmen dieser Arbeit Gberpriift werden, ob Proteasen auch an der Freisetzung von
CD137 beteiligt sind und welche dies sein konnten. Des Weiteren sollte untersucht werden,

welche Funktion die Shedding-Variante hat.

Der Einfluss der Inhibitoren Marimastat, Gl und GW und der Stimulanzien lonomycin, PMA
und Melittin auf die Aktivitat von ADAM10 und -17 und die eventuell damit verbundene
Freisetzung von CD137 wurde in verschiedenen Zellen analysiert. Die Untersuchungen in
CD137-transfizierten Zellen mittels ELISA ergaben, dass CD137 in HT29-Zellen vorrangig durch
ADAM10 freigesetzt wird. Experimente in HEK WT-Zellen zeigten dann aber, dass auch
ADAM17 CD137 von der Oberflache der Zellen abspalten kann. Ebenso geht ein groBer Teil
von sCD137 in Uberstinden humaner T-Zellen, welche CD137 endogen exprimieren, auf
ADAM10/-17 vermittelte Freisetzung zuriick. Somit konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass ADAM10 und -17 die Hauptsheddasen von CD137 sind und sCD137 nicht nur ein

Produkt alternativen Splicings ist.
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Derzeit ist nicht genau klar, wie sCD137 wirkt. Man geht davon aus, dass der |6sliche Rezeptor
an seinen Liganden bindet, um die Signalweiterleitung zu blockieren. In humanen Zellen
wurde bislang nur vero6ffentlicht, dass immobilisiertes rekombinantes sCD137 die T-Zell-
Aktivitat reduziert. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass nicht immobilisiertes
sCD137, welches durch Shedding freigesetzt wurde, zu einer erhdohten Proliferation von

T-Zellen fiihrt. Wie genau dieser Mechanismus jedoch funktioniert, ist noch ungeklart.

Da bereits erhohte sCD137-Level in Seren von Patienten mit rheumatoider Arthritis und
Multipler Sklerose nachgewiesen werden konnten, lag die Vermutung nahe, dass es auch zu
erhohten Leveln in Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen kommt. In entziindlichen
Regionen von Psoriasis-, Colitis ulcerosa- und Morbus Crohn-Patienten konnte mehr sCD137
im Vergleich zu gesunden Regionen und Zellen detektiert werden. Deshalb wurden Seren von
diesen Patienten ebenfalls auf ihr sCD137-Level untersucht. Es zeigte sich jedoch kein
Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe, was aber vermutlich auf die andauernde

Medikation der Patienten zuriickzufihren war.

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass CD137 durch
eine Metalloprotease freigesetzt wird, bestatigen und ADAM10 und -17 als Hauptsheddasen
von CD137 identifiziert werden. AuRerdem zeigte sich, dass CD137, welches durch Shedding
freigesetzt wurde, in der Lage ist die T-Zell-Proliferation zu erhohen. Diese Erkenntnisse
konnen ein besseres Verstandnis des Regulationsprozesses von sCD137 liefern und damit
einen Blick auf neue therapeutische Strategien fiir Autoimmunerkrankungen liefern, welche

mit erh6hten sCD137-Leveln einhergehen.
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7 SUMMARY

CD137, a member of the TNFR family, is mainly expressed on activated T cells. Interaction with
its ligand, CD137 ligand, which is predominantly expressed on antigen-presenting cells (APCs),
initiates activation of the receptor. CD137/CD137L both exist as a membrane-anchored
protein as well as a soluble entity. Activation of the membrane-anchored receptor leads to
activation and proliferation of T cells. Due to bidirectional signaling, interaction of CD137 with
its ligand also leads to activation of APCs. Increased expression of CD137 has been reported
for different autoimmune diseases including Crohn's disease or psoriasis. Furthermore,
elevated levels of soluble CD137 (sCD137) have been detected in serum from patients with
rheumatoid arthritis or multiple sclerosis. To date, sCD137 was considered to be a splice
variant. The two most prominent members of a disintegrin and metalloproteases (ADAMs)
family are ADAM10 and ADAM17, which are also involved in many autoimmune diseases.

Increased activation of ADAM10/17 often correlates with the severity of the disease.

Since many receptors of the TNFR family are shed by metalloproteases, the aim of this study
was to examine whether CD137 can be shed by one or more proteases. A second goal was to

address the potential functional role of the shed variant.

Different cell lines were used to determine the effect of the inhibitors marimastat, Gl and GW
and the stimulants ionomycin, PMA and melittin on the activity of ADAM10 and -17 and on
the release of sCD137. ELISA experiments with CD137-transfected HT29-cells showed that
CD137 is primarily released by ADAM10. However, similar experiments with HEK WT cells
revealed that ADAM17 is also able to shed CD137 from the cell surface. In addition, a large
amount of sCD137 in the supernatants of human cells, which endogenously express CD137, is
due to ADAM10-/17-mediated shedding. For the first time, this study revealed ADAM10
and -17 as main sheddases of sCD137 and showed that sCD137 is generated mainly by
shedding.

The role of sCD137 is unclear. The soluble receptor is considered to block signal transmission
by binding to its ligand. Tumors in mice express high levels of sCD137, which is assumed to
inhibit the interaction of mCD137 on T cells with the membrane-bound ligand. So far, it has
only been reported that immobilized sCD137 reduces T cell activity in human cells. In this

thesis, it could be demonstrated that non-immobilized sCD137, which was released by
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shedding, leads to an increased proliferation of T cells. However, the mechanisms underlying

T cell activation by sCD137 are yet unclear.

Since elevated sCD137 levels were detected in serum of patients with rheumatoid arthritis
and multiple sclerosis, it was assumed that elevated levels also occur in patients with other
autoimmune diseases. Higher quantities of sCD137 could be detected in inflammatory regions
of psoriasis, ulcerative colitis and Crohn's disease patients compared to healthy regions.
Therefore, according patient sera were examined for their amount of sCD137. However, no
difference was observed compared to the control group, which is presumably due to the

medication of the patients.

In summary, these results could confirm the hypothesis that CD137 is released by a
metalloprotease. ADAM10 and -17 were identified as the main sheddases of CD137. In
addition, CD137, which was released by shedding, is able to increase T-cell proliferation. These
findings can provide a better understanding of the regulatory process of sCD137 and thus
provide new ideas for therapeutic strategies for autoimmune diseases that are associated with

increased sCD137 levels.
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